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Souhrn:

Tato bakalaiska prace seznamuje Ctenafe s charakteristikou lymeské boreliozy, jeji ne-
snadnou diagnostikou a ne vzdy uspeéSnou 1écbou. Hlavnim pilifem prace je ale diagnos-
tika tohoto onemocnéni, ktera neni tak jednoznac¢na, jako u ostatnich infek¢nich one-
mocnéni. Kapitoly o diagnostice a 1é¢bé lymeské borelidzy jsou rozdéleny na dvé Casti,
kdy je v praci popsana diagnostika a 1é¢ba v Ceské republice i Némecku. Divodem pro
srovnani diagnostiky a 1é€by v téchto dvou zemich je fakt, Ze néktefi nemocni jedinci po
netspéiné 16¢bé v Ceské republice vyhledavaji kliniku v Némecku. Z Némecka totiz

proudi mylné informace, jako je 1écba delsi nez 3 tydny.



Abstract

Surname and name: Jara Eliska

Department: Department of Rescue Services and Technical Fields
Title of thesis: Diagnostics of Lyme borreliosis

Consultant: Mgr. Petra Souskova

Number of pages — numbered: 54

Number of pages — unnumbered (tables, graphs): 19

Number of appendices: 1

Number of literature items used: 39

Keywords: Lyme borreliosis, diagnostics, investigative methods, Borrelia burgdorferi,
ELISA, Western Blot, Microblot-Array, PCR

Summary:

This bachelor thesis introduces to the reader characteristics of Lyme borreliosis, its dif-
ficult diagnosis and not always succesful treatment. The main pillar of the thesis is the
diagnostics of this disease, which is not as conclusively as that of other infectious disea-
ses. Chapters on diagnostics and treatment of Lyme borreliosis are divided into two
parts, where diagnostics and treatment are described in the Czech republic and Germa-
ny. The reason for comparing diagnostics and treatment in these two countries is the
fact that some sick people are looking for a clinic in Germany after a failed treatment.
There are mistaken information from Germany such as treatment for more than 3
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Tato bakalafska prace je zaméfena na onemocnéni nazyvané jako lymeska bore-
lidza, predevsim tedy na jeji diagnostiku v laboratofi. V praci je popsano mnoho zpliso-
bl mozné diagnostiky tohoto onemocnéni, nékteré zpiisoby diagnostiky se ale nepouzi-
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UVvOoD

Lymeska borelioza patifi mezi pomérné casto diskutované a stale objevované
choroby. Tato antropozoonéza, ptenosna pouze z vektoru na ¢lovéka, komplikuje Zivot
nemalému poctu nakazenych jedinct. Jedna se o celkem obtizné diagnostikovatelnou
a lécebné ovlivnitelnou chorobu, i pies skutecnost, ze existuje mnoho zpusobt detekce
patogena odpovédného za onemocnéni i 1éCba rtiznym spektrem antibiotik. Diivodem
muze byt rizna antigenni vybava agens a tim i rizné klinické formy onemocnéni.

Diagnostika lymeské borelidozy je zalozena na kombinaci klinickych nalezt
s detekei specifickych protilatek IgM a IgG. Problémy s diagnostikou vznikaji hlavné
U pacientl s nespecifickymi ptiznaky (nejcastéji ptiznaky podobné chiipce) a pozitivni
sérologii IgG.

V malém mnozstvi nelécenych piipadii se mohou vyskytnout zdvazné nasledky
tohoto onemocnéni, ale lymeskd borelioza sama o sob& nezptsobuje smrt. Na ukor
komplikaci klasické 1é¢by antibiotiky, netspésné 1é€by nebo pretrvavajicich obtizi na-
kazenych jedinct se objevily kliniky specializujici se pfimo na onemocnéni pfendSené
vektory.

Tyto kliniky, zabyvajici se chorobami zpisobenymi hlavné pifenosem agens
z klistéte, se specializuji nejen na diagnostiku onemocnéni, ale také na vhodnou 1écbu
pacientl. Je znamo, ze lymeska borelioza je 1é¢itelné onemocnéni, ale je tfeba si uve-

domit, ze opakované podavani antibiotik neznamena Uplné vyléCeni pacienta.
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TEORETICKA CAST

1 CHARAKTERISTIKA LYMESKE BORELIOZY

Navzdory zlepseni prevence, diagnostiky i 1écby je lymeska borelidza (dale jen
LB) stale povazovana za nejcastéjs$i chorobu pienasenou clenovci v mirném pasu sever-
ni polokoule. Riziko infekce je spojeno s povolanim (naptiklad u lesnik) i rekreacnim
pobytem v piirodé. (Halperin, a dalsi, 2018)

V Evropé¢ je toto onemocnéni zplsobeno jednim ¢i vice patogennimi druhy Bor-
relia burgdorferi sensu lato, které jsou do t¢la hostitele pfenaseny vektorem - klistaty
rodu Ixodes. LB se podoba v Evropé i Severni Americe, ale vét$i rozmanitost genospe-
cies borelii v Evrop¢€ vede k dulezitym rozdilim klinickych projevii. Rozdilem je napii-
klad acrodermatitis chronica atrophicans ¢i boreliovy lymfom vyskytujici se v USA jen
ziidka, oproti tomu v Evropé se vyskytuji €astéji a jsou velmi dobte diagnostikovatelné.
(Stanek, a dalsi, 2018) Onemocnéni muze mit cyklicky prubéeh, ktery je zpusobeny anti-
genni proménlivosti borelii nebo obranyschopnosti hostitelského organismu. (Bartiingk,
2013)

Typickymi projevy tohoto onemocnéni je vytvofeni erythema migrans (EM), bo-
reliového lymfocytomu (BL) a chronické atrofické akrodermatitidy (ACA). Ackoliv je
Vv dne$ni dobé tato infekéni choroba dobfe znama, nékteré jeji formy se obtizné diagnos-
tikuji a 1 pfes 1€cbu se nedati ji potadné vylécit. (Rohacova, 2005)

Inkubaéni doba se pohybuje od 1 dne az téméf do 1 roku (kolem 300 dnti) i ptes
skute¢nost, Ze vétSina nakazenych onemocni zhruba do 2 mésicti. V populaci se vysky-
tuje kolem 10 % zdravych jedinci s pozitivnimi antiboreliovymi protilatkami
s neprokdzanou diagn6zou lymeské borelidzy. (Bartiinek, 2013)

Siroké spektrum klinickych pfiznaki u LB miize byt projevem infekci riiznych
organt. Mezi né patii infekce centrdlni i periferni nervové soustavy, svali, kloubt, ¢i
ktize a dalSich organi. Toto poskozeni organti je zplisobené invazivni schopnosti borelii
pronikat do riiznych tkani ¢i organti. Akutni ptiznaky mohou trvat tydny, dokonce az
mésice. (Stanek, a dalsi, 2018)

Jako u jednoho z mala onemocnéni vznika u LB mnoho otazek ohledné diagnos-
tiky a vySetfovacich metod. Divody jsou razné. Mohou to byt nevyrazné ndlezy

z laboratornich vySetfeni krve, likvoru a punktatu, nebo proménlivé nalezy pii sérolo-
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gickych vysetienich, u kterych je nutno brat ohled na mozné vysledky jak falesné nega-
tivni, tak faleSné pozitivni. (Bartin¢k, 2013)

Lymeska borelidéza neni smrtelnym onemocnénim, ale v chronické fazi onemoc-
néni mize komplikovat a zhorSovat kvalitu Zivota jedince, ¢i zptsobit jeho invaliditu.

(Ktupka, a dalsi, 2014)
1.1 Historie

Lymeska borelidza je fazena mezi pomérné nedavno objevené onemocnéni roz-
§ifené na tizemi nékolika kontinenti, vyskytujici se i na izemi Evropy, véetné Ceské
republiky (CR). Prvni zminka o LB pochazi z roku 1883, kdy némecky 1ékai Alfred
Buchwald oznacil kozni zmény u nemocného jako tzv. acrodermatitis chronica atrophi-
cans (dale jen ACA). Skute¢na podstata borelidézy je znama ale az od 80. let dvacatého
stoleti. (Bartiin€k, 2013) V té dobé¢ se LB povazovala za vzacné onemocnéni, ale béhem
nékolika let se zménil pohled na tuto chorobu a stala se nejrozsifené;si antropozoon6zou
u nas.

Nemoc byla pojmenovana podle mésta Old Lyme v Connecticutu, kde doslo
v poloving 70. let dvacatého stoleti ke geografickému seskupeni podezielych ptipadi
juvenilni revmatoidni artritidy, u kterych se prokazala spojitost s pfisatim klistéte.
(Stanek, a dalsi, 2011) Oblast méstecka Old Lyme byla charakterizovana pfitomnosti
a rozsifenim klistat rodu Ixodes dammini. Krom¢ artritidy, neurologickych a koznich
postiZzeni byly pozorovany nové znaky onemocnéni, jako naptiklad abnormality srdec-
niho vzruchu. (Barting¢k, 2013)

V roce 1982 izoloval W.Burgdorfer a kolektiv spirochetalni bakterialni druhy
z dospélych klistat rodu Ixodes dammini v endemické oblasti. Tyto bakterie vykazovaly
specifickou vazbu na imunoglobuliny pacientti zotavujicich se z LB. Spirocheta byla

pojmenovana jako Borrelia burgdorferi. (Alasel, a dalsi, 2018)
1.2 Projevy onemocnéni

Nejcastejsim projevem tohoto onemocnéni je vznik erythema migrans (EM)
V misté po prisati klistéte s odstupem nekolika dnii az tydnt. (Bartiin€k, 2013) V Evropé
je EM zpusobeno bakterii Borrelia afzelii, na rozdil od USA, kde je stejny projev zpi-
soben Borrelia burgdorferi sensu stricto. U americkych pacienttl jsou vSak Castéjsi sys-

témové priznaky a séroreaktivita. (Stanek, a dalsi, 2011)

17



EM je erytematdzni kozni 1éze, kterd se vyviji dny az tydny od pfenosu borelii
prisatim klistéte. (Stanek, a dalsi, 2018) Jedna se o nebolestivy projev na kiizi a dosaho-
vat mize az nékolika cm, v détském veéku se objevuje méné Casto. (Bartinck, 2013)
Léze obvykle zacina jako makula nebo papula a rozsifuje se béhem nékolika dni az tyd-
nd se vznikem centralniho zblednuti, nebo i bez n¢j (obrazek 1). To se dé&je pravdépo-
dobné proto, Ze se spirochety §ifi odstiedivé kiizi. Pro spolehlivou diagnézu musi 1éze
dosahnout praméru > 5 cm. Léze < 5 cm se vyuziva k diagnostice tehdy, vyviji-li se
vV misté po piisati klistéte a je-li Casovy interval nejméné 2 dny od zvétSeni léze.
(Stanek, a dalsi, 2018)

Blistering Lesions Uniformly Red Lesions

Erythema migrans
can present itself in
. many different forms

_ Ty
Vo

Disseminated Lesions

>

Blue-Red Lesions

Bullseye (Target)/ Central Clearing Lesions.
©2013 Bay Area Lymo Fund | Allights reseeved

Obrazek 1: Formy erythema migrans
Zdroj: (BayArealLyme, 2014)

Dal$im projevem muze byt boreliovy lymfocytom (BL). Jedna se o vzacny pro-
jev evropské borelidzy, ktery je Castéji pozorovan u déti nez u dospélych. U déti je nej-
Casté&ji lokalizovan na u$nim lalicku, u dospélych v oblasti bradavky prsu nebo Sourku.
(Stanek, a dalsi, 2018) BL je bezbolestny, modravé az Cervené zbarveny uzlik
s infiltraci B lymfocytt. (Bartinék, 2013) Pii neadekvatni 1é¢bé mize pretrvavat mésice
a mohou nasledovat i dalsi projevy LB, ale také muze spontanné vymizet bez 1é¢by,
stejné jako EM. (Stanek, a dalsi, 2018) Pacienti s BL jsou obvykle béhem diagnostiky
séropozitivni. BL ma typicky histologicky vzhled s intenzivnim polyklonalnim B-
lymfocytarnim infiltratem. Pfi diagnostické nejistoté je zapotiebi histologie k vylouceni
kozniho lymfomu ¢i jinych malignit. (Stanek, a dalsi, 2011)

Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA) je kozni forma LB, objevujici se
témet vyhradné v Evropé. (Stanek, a dalsi, 2018) Diagnostikovéna je pievazné u dospe-
lych, vice vsak u zen. (Bartingk, 2013) Léze je nejcastéji lokalizovana na akralnich ¢as-

tech téla, obvykle extenzorové plochy rukou ¢i nohou. (Stanek, a dalsi, 2018) Pokud
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nejsou léCeny, stavaji se atrofickymi. (Stanek, a dalsi, 2011) V séru je pfitomen vysoky
titr IgG protilatek proti Bbsl. (Bartiingk, 2013)

V Evropé se u vyssiho poctu pacienti vyskytuje neuroboreli6za, oproti tomu
Vv USA se zdé CastéjSim projevem lymeska artritida. (Stanek, a dalsi, 2011)

Choroba mize u n¢kterych jedinc probihat i asymptomaticky. V USA muze
borélie zpisobit asymptomatickou infekei u ptiblizné 10 % pacientd. Pii studii séropre-
valence ve Svédsku si vice nez polovina séropozitivnich jedincti nepamatovala sym-

ptomy lymeské boreliozy. (Stanek, a dalsi, 2018)
1.3 Etiologické agens

Puvodcem infekce lymeské borelidzy je druhovy komplex bakterii rodu Borrelia
burgdorferi sensu lato (dale jen Bbsl), ve kterém je znamo asi 19 genospecies borelii.
(Mannelli, a dalsi, 2012) Dtive se véfilo, ze se jedna pouze o jeden druh borelie zptso-
bujici toto onemocnéni. Dnes uz je ale zndmo nekolik patogennich druhil borelii, 1i8i-
cich se od sebe svou antigenni vybavou. (Rohéacova, 2005) V Evropé se vyskytuji
vSechny patogenni druhy, na rozdil od USA, kde se objevuje pouze Borrelia burgdorfe-
ri sensu stricto. V tabulce 1 jsou uvedeny prokazané patogenni druhy Borrelia burgdor-
feri sensu lato a jejich vyskyt ve svété.

Tabulka 1. Patogenni druhy Borrelia burgdorferi sensu lato a jejich vyskyt

Borrelia species Vyskyt

Borrelia burgdorferi sensu stricto Evropa a Severni Amerika
Borrelia garinii Evropa a cast Asie
Borrelia afzelii Evropa a ¢ast Asie

(Rohacovd, 2005)

»Podle sekvencniho uspotadani chromozomové DNA v pulzni gelové elektrofo-
réze byly spirochety Bbsl rozliseny na druhy Borrelia burgdorferi sensu stricto (vsech-
ny americké kmeny) a B. afzelii, B. garinii, B. japonica. V Asii byly dale izolované B.
turdi, B. tunuki a B. sinica.” (Bartin¢k, 2013)

Jedna se o mikroaerofilni, gram-negativni spirochetalni bakterie o délce 10-
30uma 0,5 um v piicném praméru. (Stanek, a dalsi, 2018) Borelie jsou fazeny do
kmenu spirochet a s ostatnimi spirochetami maji spolecné strukturni charakteristiky,
jakymi je Sroubovité tvarovana burika a pohyblivost tfemi zplsoby pohybu — tzv. vyvrt-

kovity pohyb, kdy spirocheta rotuje kolem své osy; natahovani a smrStovani.
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(Rohéacova, 2005) Od ostatnich spirochet se odliSuji pfitomnosti tvz. intramembran6z-
nich télisek, kterymi se mohou borelie chranit v nevhodném prostiedi. (Bartin¢k, 2013)

Bakterie maji tvar Sroubovice s 3-10 nerovnomérnymi zahyby. (Rohacova,
2005) Bunécna sténa (vnéjsi membrana) borelii je oddélena od cytoplazmatické mem-
brany (vnitini membréana) periplazmatickym prostorem na povrchu protoplazmatického
valce (obrazek 2). (Bartin€k, 2013) Vnéjsi membrana neobsahuje lipopolysacharidy,
ale je vybavena vnéj$imi povrchovymi lipoproteiny, tzv. Osp proteiny (outer surface
protein). (Stanek, a dalsi, 2018) Je znamo, ze borelie maji atypickou gram-negativni
bunécnou membranu. (Merildinen, a dalsi, 2015) Mezi vnitini a vnéj$i membranou se
nachazi periplazmaticky prostor, obsahujici peptidoglykanovou vrstvu a flagelarni vlak-
na (endoflagely), neboli bi¢iky. (Rohacova, 2005)

Flagely hraji zasadni roli v motilité¢ a morfologii borelii, udrzuji tvar bakterie.
(Merildinen, a dalsi, 2015) Pocet flagel kolisa mezi 7-11, jsou neopouzdiené a duté,
tvofeny proteinem zvanym flagellin. (Rohacova, 2005) Jsou napnuty mezi obéma konci
bakterie v bazalnich discich a obtac¢i celou buiku (obrazek 2). Vysouvanim flagel do
proximalniho a distalniho prostoru dochézi k uvoliiovani membrandznich vezikul (tzv.
blebs). (Bartin€k, 2013) Tyto vezikuly maji podobnou stavbu jako bunééna sténa a ob-
sahuji plazmidovou DNA. (Rohacova, 2005) Borelie potiebuji k syntéze DNA a rustu
bakterie zinek. Pfi posunu antigennich molekul proteinti a glykosaminopeptidovych
receptortt uvnité povrchové membrany dochazi k adhezi borelii k buitkam hostitele.

(Bartfingk, 2013)

Nature Reviews | Microbiology
Obrazek 2: Stavba Borrelia burgdorferi
Zdroj: (SpirochetesUnwound, 2009)
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V cCasné fazi infekce dochazi v hostitelském organismu k tvorbé IgM protilatky
proti flagellinu (proteinu bic¢ikid) a vnéjSimu povrchovému proteinu OspC borelii. Mo-
noklonalni protilatka, namifena proti bi¢ikovému proteinu borelii, mize téZ reagovat
s nervovymi vlakny, nebo myosinem. IgG protilatka, namifena proti flagellinu, mize
byt nespecificka a také mize zpisobovat zkiizenou reakci s axondlnim proteinem ner-
vovych bun¢k (HSP60). Tyto mechanismy tak mohou byt zodpovédny za vznik auto-
imunitnich onemocnéni, ¢i chronické artritidy. (Bartinék, 2013)

Borelie obsahuji maly linearni chromozém a nékolik linearnich a kruhovych
plazmidii kodujicich pfislusné Osp. (Stanek, a dalsi, 2018) Plazmidy obsahuji vétSinu
gentl nezbytnych pro infekci hostiteld a vektord, tedy klistat. Borelie v laboratorni kul-
tute rychle plazmidy ztraci, coz vede ke ztraté gent, ktera nesouvisi s fenotypem pozo-
rovanym v ptirodé. (Khatchikian, a dal$i, 2015) Vyznamnymi geny borelii jsou PerR
(peroxid related geny) a BosR (stress related geny) umoziujici piekonani oxidativniho
stresu a dychani borelii v mikroaerofilnim prostfedi. (Bartin€k, 2013) V genomu kom-
plexu Bbsl chybi mnoho nezbytnych house-keeping genti, coz déla z borelii obligatniho
parazita, ktery musi vyuzivat obratlovce i klist'ata jako hostitele pro pieziti. (Coipan, a
dalsi, 2016) Struktura DNA Bbsl a dalsich borelii je totozna s jinymi spirochetami.
(Rohacova, 2005)

Antigenni analyzou borelii byly zjistény 2 hlavni antigeny — p41 a p60. P41 je
bi¢ikovy antigen; p60 cytoplazmaticky, zkiizen& reagujici antigen. Dal§imi hlavnimi
antigeny jsou povrchové proteiny, oznacujici se jako OspA, OspB, OspC. Proti antigenu
p41 a OspC je namifena ¢asnd imunitni odpovéd’. OspE a OspF jsou dalS§imi povrcho-
vymi proteiny borelii. (Rohacova, 2005)

Borrelia burgdorferi sensu lato je pleomorfni bakterie schopna zmény své mor-
fologie v reakci na podminky prostiedi. Existence pleomorfismu mezi mnoha bakterial-
nimi druhy je zndma vice nez stoleti. Dnes je zndmo, Ze nckteré bakterie mohou spon-
tann¢ nebo po stimulaci zménit svou morfologii in vivo i in vitro. Objevuje se stale vice
dukazi, ze pleomorfismus mize boreliim i jinym bakteriim pomoci vyhnout se imunit-
nimu systému, nebo sniZit citlivost na antibiotika, stejné jako zménit jeho patogenni
mechanismy. Mezi pleomorfni formy borelii (obrazek 3) patii normalni spirochetalni
bunka (@), spirocheta s membranovymi vezikulami (b), cystické formy (c) a aglomerace
spirochet do kolonii podobnych biofilmu (d). (Merildinen, a dalsi, 2015) Mikrovezikuly
produkované gram-negativnimi bakteriemi jsou vyznamné pro transport toxintl, mezi-

bakterialni pfenos proteinl a transport bakterialnich produktia do eukaryotickych bun¢k.
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Atypické pleomorfni cysty i vezikuly byly zjistény v mozku chronicky infikovanych
pacienti. (Bartiin¢k, 2013)

Obrazek 3: Pleomorfni formy Borrelia burgdorferi
(a) spirochetalni buiika

(b) spirocheta s membranovymi vezikulami
(c) cystické formy
(d) aglomerace spirochet do kolonii podobnych biofilmu

Zdroj: (Merildinen, a dalsi, 2015)

Jednotlivé druhy borelii se od sebe lisi svou antigenni vybavou i genotypem.
Z toho vyplyvaji odlisné patogenni a imunogenni vlastnosti borelii. (Bartinék, 2013)
Charakteristika borelii z imunologického hlediska je dilezitd pro urceni patogeneze,
sérodiagnostiky a pro v budoucnu moznou profylaxi o€kovaci latkou. (Rohacova, 2005)
Borelie se mohou odliSovat sérotypy V ramci jednoho druhu na podkladé Osp proteinti —
u Borrelia garinii, nachazejici se hlavné na tzemi Evropy, bylo zjisténo pét OspA sub-
typt. (Barting€k, 2013)

Borelie jsou antigenné nestalé, vlivem opakované infekce, ale i antibiotik mize
dojit postupné ke ztraté plazmidi a tak i Osp antigenu. (Bartin€k, 2013) Piedevsim do-
chazi ke ztraté kratSich plazmidt. Borelie také mohou béhem subkultivace ménit své
proteiny. (Rohacova, 2005)

Vyvoj a rust borelii v klistéti (vektoru) probiha v jeho stievé a k pfedani infekce
je zavisly piechod borelii do slinnych zlaz. Ve stfevé klistéte dochazi ke kompetitivni-

mu boji mezi riznymi druhy Bbsl. Pii dvojité infekci je tento boj tak velky, ze dochazi
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k pieziti pouze nejvice virulentnich borelii. Sanim krve klistaty probiha fenotypova
pfeména Bbsl, ktera je zavisla na genech pro zménu teploty nebo pH. Udava se, Ze pou-
ze tietina vSech klistat, které jsou nakazeny boreliemi, je schopna piedat infekci a infi-

kovat hostitele. (Bartungk, 2013)
1.4 Patogeneze

Klist'ata, kterd obsahuji rizné druhy borelii, nemusi byt nutné¢ zdrojem nékazy.
(Rohacova, 2005) Patogenita byla prokazana pouze u Borrelia afzelii, Borrelia burg-
dorferi sensu stricto a Borrelia garinii. Dalsi borelie, Borrelia bavariensis a Borrelia
spielmanii, byly izolovany u symptomatickych pacientt. (Bartiin¢k, 2013) Je znamo, Ze
Borrelia afzelii je spojena s erythema migrans a acrodermatitis chronica atrophicans.
(Coipan, a dalsi, 2016) Dulezitou roli hraje imunitni systém hostitele jako makroorga-
nismu a antigenni vybava borelii. Dulezita je také schopnost mikroorganisma unikat
fagocytoze ¢i pronikat do epitelovych a mozkovych bunék. (Rohacova, 2005)
K mezilidskému ptenosu infekce nedochdzi, proto je Clovek tzv. ,,slepou ulickou® in-
fekce. (Bartin¢k, 2013)

U borelii, obzvlast u Borrelia afzelii, byla zjisténa schopnost vytvaret uréitou
latku (faktor) inhibujici slozku komplementu — C3b. Také byla sledovéana aktivace T-
lymfocytd, B-lymfocyti a makrofagi spirochetami in vitro. (Bartin€k, 2013) In vivo po
infekcei spirochety aktivuji 1 NK buniky. (Rohacova, 2005)

Geneticka vybava borelii umoziiuje komplikovany vyvojovy cyklus stfidanim
hostitelll, studenokrevnych i teplokrevnych. (Bartinek, 2013) Zda se, Ze genetické slo-
Zeni patogennich spirochet uruje symptomatologii, kterou zptsobuji. (Coipan, a dalsi,
2016)

Po pfisati klistéte a proniknuti borelii do kiize dochazi k jejich mnoZeni. Mohou
se mnozit v misté ptisati a vést ke vzniku erythema migrans, nebo se mohou dostat do
miznich uzlin, kde vyvolaji imunitni odpovéd’. Pfitomnost spirochet v krvi neni dlouho-
dobou zalezitosti. Brzy totiz pronikaji do organti, ale i pfes hematoencefalickou bariéru
(HEB) a napadaji glie a nervové buiiky. (Rohacova, 2005) Pokud jsou borelie pfitomny
ve tkanich, miize dojit k jejich perzistenci mésice az roky. (Bartlin¢k, 2013)

Imunitni odpovéd’ a tvorba protilatek zacina n€kolik dni po infekci, ale prokaza-
telné jsou protilatky az za nékolik tydnt. (Bartlin€k, 2013) Ve druhém az ¢tvrtém tydnu
po infekci se vytvaii specifické protilatky IgM, které jsou zaméteny proti p41 (flagelar-
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nimu antigenu). Specifické IgG protilatky se objevuji po Sesti az osmi tydnech po infek-
ci. (Rohacova, 2005)

Borelie pifezivaji v tvz. imunologicky privilegovanych mistech, jako je oko,
kloub, nebo nervova tkan. Toto piezivani borelii je vyznamné pro vznik organového
postizeni. (Bartin€k, 2013) U ur¢itych forem organovych postizeni jsou nalézany infil-
traty riznymi bunkami. Jsou tedy nalézany znaky zanétlivého postizeni organi.

(Roh&&ova, 2005)
1.5 Zpusob prenosu

Bbsl je mikroorganismus ptenaseny vektorem — nemize dojit k pfenosu mezi
obratlovci bez pfitomnosti vektoru, tedy klistéte. Ve svété je hlavnim vektorem pato-
gennich Bbsl klisté rodu Ixodes. (Coipan, a dalsi, 2016) Z nich jsou znamy pouze Ctyfi
druhy napadajici ¢lovéka s potencidlem ptenosu onemocnéni. (Bush, a dalsi, 2018)
Klist'ata jsou pravdépodobné vnimava k ur¢itym druhim borelii podle oblasti, kde se
nachdzeji, a nékteré mohou byt vdzané i na urcity druh klistéte. (Bartin¢k, 2013)

Druhy klist'at, které jsou uzpusobeny pro pienos borelii, odpovédnych za ly-

meskou boreliozu u lidi, jsou zobrazeny v tabulce ¢. 2.

Tabulka 2: Druhy klistat rodu Ixodes a jejich vyskyt

Druh Vyskyt
Ixodes scapularis jihovychodni, stfedni a severni ¢ast USA
Ixodes pacificus zapadni cast USA

Ixodes ricinus )
Evropa a Asie

Ixodes persulcatus

(Bush, a dalsi, 2018)

Klistata patii do kmene ¢lenovci, maji vysokou reprodukéni schopnost, Siroky
rozsah hostiteld a schopnost odolat nebo obejit vétSinu ptirodnich vlivl. I kdyz jsou
klistata ovlivnéna riiznymi faktory, maji mimotadné dlouhou Zivotnost aZ nékolika let.
(Foldvari, 2016) V Evropé je hlavnim vektorem Ixodes ricinus, neboli klisté obecné,
které je oznaCovano jako tiihostitelské. (Coipan, a dalsi, 2016) To znamena, Ze kazdé
stadium klistéte (larva, nymfa, dospélec) saje krev na jiném typu hostitelll. (Bartingk,
2013) Ixodes ricinus bylo poprvé pojmenovano v 18. stoleti, ale prvni detailni studie

probéhly az mezi roky 1930-1950, vétsinou ve vztahu k chovu ovci na farmach ve Vel-

24




ké Britanii. Nejvétsi pozornost ziskalo v roce 1983, kdy bylo prokazano, Ze se jedna
0 vektor spirochet zodpovédnych za lymeskou boreliézu. (Foldvari, 2016)

Ixodes ricinus ma tfi zivotni etapy — larvu, nymfu a dospélce. Kazdé stadium vy-
zaduje krev obratlovcu, aby se dostalo do dalsiho vyvojového stadia, nebo aby samicky
produkovaly vejce. (Hofmeester, a dal$i, 2016) Larvy jsou malé a maji Sest nohou stejné
jako nymfy, dospéli jedinci maji nohou osm. Malé larvy se zivi krvi mysi, hlodavci,
jezkl, krys nebo ptakt. Jiz v tomto stadiu se klistata mohou nakazit boreliemi. Nymfy
saji krev také hlodavcim. Dospéli jedinci uz ale parazituji na vétSich savcich (psi, jele-
ni, lidé). Samicka potiebuje krev Kk dozrani vajicek, zatimco samecéek umira ihned po
oplozeni. Zivotni cyklus kli$tat mize probihat 1-3 roky. (Storl, 2012)

Borelie se vyvijeji ve stieve klistéte a piechdzeji do slinnych 714z, odkud mohou
byt pieneseny hostiteli. Ve stievé miize dochazet ke kompetentnimu boji borelii, kdy
preziji pouze druhy borelii, které jsou nejvice virulentni. K selekci druhti borelii dochazi
i vlivem komplementu hostitele pii sani krve. (Bartin¢k, 2013)

Mali savci, ptaci a jestérky jsou povazovani nejen za rezervoary infekce, ale jsou
to i amplifika¢ni hostitelé pro Bbsl. (Coipan, a dalsi, 2016) Na obrazku ¢islo 4 jsou vy-
obrazeny nejcastéjsi druhy borelii a jejich rezervoar (zaméteno pouze na nymfy). Jako
vétsina Clend Celedi Ixodidae stravi Ixodes ricinus 90-99 % zivota mimo hostitele.

(Foldvari, 2016)
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Obrazek 4: Prevalence infekce riiznymi druhy Borrelia burgdorferi sensu lato
u nymf Ixodes ricinus. Prevalence znazornena na 100 %
Zdroj: (Coipan, a dalsi, 2016)

Nejvyznamnéj$im faktorem Zivotniho prostfedi pro kliStata je relativni vlhkost,
ktera by po delsi dobu neméla klesnout pod 80 %. Tento faktor a nutna pfitomnost ob-
ratlovcl jako hostiteli znamena, ze Ixodes ricinus se vyskytuje hlavné v listnatych le-

sich s malymi savci a jeleny. V oblastech s dostatecnymi srazkami se mohou vyskytovat
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I v otevienych biotopech jako jsou viesovisté a louky, kde mohou napadat i hospodar-
ska zvitata. (Foldvari, 2016) Klist'ata nemaji rada slunec¢ni svétlo, proto ¢ekaji ve vlh-
kém ki'ovi nebo vysoké travé na svého hostitele. (Storl, 2012)

Dosud nebyl potvrzen mozny pfenos onemocnéni pomoci jiného vektoru (napf.

hmyzu), nez klistéte. (Bartiin€k, 2013)
1.6 Epidemiologicka situace

Lymeska borelioza se objevuje v mnoha zemich i kontinentech, kde se mohou
vyskytovat rizni pienaseci, antigenni vybava borelii, druh borelii a ptiznaky onemoc-
néni. (Rohacova, 2005) Mezi faktory ovliviiujici incidenci LB patii rizna genospecies
borelii a jejich vyskyt v zavislosti na geografické poloze, stravovaci navyky a mnozstvi
vektort. (Halperin, a dal$i, 2018) Objevuji se i jiné druhy borelii, které mohou vyvolat
onemocnéni podobné LB — mezi tyto borelie patii Borrelia miyamotoi a Borrelia lone-
stari (USA). (Bartinék, 2013)

Geograficka distribuce vektord s potencidlnim vznikem LB se nachédzi na uzemi
Evropy, Asie a Severni Ameriky. (Halperin, a dalsi, 2018) Podle WHO jsou onemocng-
ni LB v Evropé hlaSena z Némecka, Svédska, Slovenska, Ceské republiky, Rakouska,
Francie a Bulharska. LB se nachazi ale i v dalSich oblastech, jako napiiklad v Rusku,
Japonsku, Cing, nebo Velké Britanii. (Rohagova, 2005)

Vice ptipadii onemocnéni je diagnostikovano hlavné v letnich mésicich, kdy ma-
ji lidé tendenci travit vice Casu v ptfirodé¢ a nymfy i1 dospéla klistata jsou aktivné;si.
(Gerstenblith, a dalsi, 2014) Ptesto se onemocnéni diagnostikuje i béhem celého roku,
vzhledem k odli$nym inkuba¢nim dobam u riznych forem a stadii onemocnéni. Proto se
LB netadi mezi typické sezonni onemocnéni. (Rohacova, 2005) NakaZeni mohou byt
jednotlivei jakéhokoli veéku, nejcastéji se ale onemocnéni objevuje u osob ve véku 5-9
let a 55-59 let. (Gerstenblith, a dalsi, 2014)

Poprvé se LB v CR vyskytla v roce 1986 a od té doby se borelidze vénuje znag-
na pozornost. Pfiblizné¢ v témze roce se objevuji vyzkumy hlavniho vektoru na ptitom-
nost spirochet. (Roha¢ova, 2005) CR je idealnim biotopem pro rozsiteni vektoru Ixodes
ricinus v mirném pasu. (Barttingk, 2013) Kli§tata na uzemi CR jsou z 2-22 % promo-
fena. (Rohacova, 2005)
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Absolutni poéty nahlasenych piipadi onemocnéni LB v CR v letech 1988-2014
jsou znazornény v grafu 1. (Ktiz, a dalsi, 2015) Nejvice nahlasenych ptipadd je zazna-
menano v roce 1995, kdy pocet dosahl 6 302 ptipadli onemocnéni. (Bartinék, 2013) Po
roce 1998 dochazi ke stfidani jak minimalni, tak maximdalni hodnoty nemocnosti

S mirn¢ vzestupnym trendem. (Ktiz, a dalsi, 2015)

Graf 1: Pocet hldsenych pripadii LB v CR v letech 1988-2014

Lymeska borreliéza v CR, 1988-2014, hlasena onemocnéni
a nemocnost na 100 000 obyvatel, Epidat
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Zdroj: (Kriz, a dalsi, 2015)

1.7 Klinické formy

VétsSina infikovanych osob Vv ur¢itém okamziku vykazuje jeden nebo vice klinic-
kych ptiznakt LB. Klinické pfiznaky se vyskytuji v riznych fazich onemocnéni. (Bush,
a dalsi, 2018) Nékteré klinické formy maji typické ptiznaky a neni tedy pochyb, Ze se
jedna o LB. Existuje ale i cel fada klinickych forem, jejichZ pfiznaky nejsou specifické
a je velmi obtizné stanovit, ze se jedna o LB. (Rohacova, 2005)

Rané stadium borelidzy mize mit pfiznaky typické pro fibromyalgii a mirnou
depresi, zatimco pozdni stadium se mize projevit encefalopatii, charakterizovanou po-
ruchami paméti, inavou, prostorovou dezorientaci a poruchami nalady. Chronické ly-
meska borelidza je termin pouzivany k diagnostice Sirokého spektra riznorodych, 1€kaft-

sky nevysvétlitelnych piiznakd. (Makara-Studzinska, a dalsi, 2017)

27



LB se d¢li do tii stadii: ¢asné lokalizované stddium zahrnujici erythema migrans;
casné diseminované stddium zahrnujici neuroboreliézu, lymeskou karditidu, lymeskou
artritidu, boreliovy lymfocytom a o¢ni formy LB; pozdni diseminované stddium zahrnu-
jici pozdni lymeskou artritidu, pozdni neuroborelidzu a acrodermatitis chronica atrophi-
cans. (Prokes, 2015) (Krbkova, a dalsi, 2018)

Klinické formy LB mohou byt zptsobeny riznymi druhy borelii, vyskytujicimi
se na urCitém uzemi. (Coipan, a dalsi, 2016) Obrdzek 5 zobrazuje nejcastéjsi klinické

formy LB a nejcasté€jsi druh borelie zptisobujici toto postizeni.

8. garinii || 41
B. bavariensis [N 59
B. lusitaniae | 1

8. garinii [N 14

B. bavariensis [} 5

8. spielmanii || 2
8. sensostricto [} 5
b. oo N 7>
8. sensostricto ] 3
b oo N 5/
8. bavariensis [N 33
8. ofzelii | ©7

suopejsajIueL [B1Ul]D

Obrdazek 5: Klinické formy LB a druh borelii s nimi spo-
jenych

NB = neuroborelidza,

EM = erythema migrans, EM neni na obrazku lokalizovano, objevu-
je se v misté prisati klistéte

ACA = acrodermatitis chronica atrophicans,

LA = lymeska artritida

Zdroi: (Coipan, a dalsi, 2016)

1.7.1 Postizeni kiize
Kozni formy patii mezi nejvice charakteristické znaky onemocnéni lymeské bo-
reliozy. Nejcastéj$im postizenim kiize je erythema migrans, druhym nejcastéj$im je bo-

reliovy lymfocytom a vzacnym postizenim kuze je acrodermatitis chronica atrophicans
(viz 1.2). (Rohacova, 2005)

1.7.2 PostiZeni nervového systému

U 15-30 % pacienti s LB dochazi k postiZzeni nervového systému, které se nazy-
va v ramci lymeské borelidzy jako neuroborelidza. (Bartiinék, 2013) K postizeni mize

dojit v centralnim nervovém systému i perifernim nervovém systému. Borelie v Krvi
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prochazi hemoencefalickou bariérou. (Rohacova, 2005) Neuroboreliéza se objevuje
vétSinou béhem prvnich nékolika tydnl az mésict po infekci, vzacné se objevuje pozdé-
ji v prubé¢hu LB. (Stanek, a dalsi, 2018) Zasazeni nervového systému miize mit projevy
jako bolest hlavy, unava, bolest kloubti i svali a mize se objevit i encefalopatie.
(Bartin¢k, 2013)

Mezi akutni formy postizeni nervového systému v ramci LB muize patfit akutni
meningitida a encefalitida, které splyvaji v jednotku zvanou meningoencefalitida. Tyto
formy postizeni jsou doprovdzeny obrnou hlavovych nervii, nej€astéji obrnou licniho
nervu (nervus facialis). Postizenim vice hlavovych nervii se jednd o neuritis cranialis
multiplex. (Rohacova, 2005) Dalsi formou postizeni je meningoradikulitida nazyvana
jako Gariniv-Bujadouxiv-Bannwarthiv syndrom, kdy dochazi k postizeni periferniho
nervového systému S perifernimi parézami. (Bartun¢k, 2013) Polyradikuloneuritida,
neboli Guillainiv-Barrého syndrom, je obtizné odliSitelna od meningoradikulitidy.
(Rohacova, 2005) Vzacné se také mohou objevovat formy neuroborelidzy, jako je na-
ptiklad pseudotumor cerebri, encefalomyelitida ¢i rhombencefalitida. (Bartiin€k, 2013)

Mezi pozdni formy neuroborelidézy patii pozdni encefalopatie, u které¢ chybi
znamky tkanového zanétu a stavy s ni spojené mohou byt poruchy paméti i stavy zma-
tenosti. (Bartin€k, 2013) Chronické formy neuroboreliézy mohou pietrvavat az nékolik
mésict a projevuji se jako diseminovana encefalitida. Ta miZe mit obraz demyelizac-
nich 1ézi, které jsou podobné postiZeni pti roztrousené skleroze. (Rohacova, 2005)

U lymeské boreliozy se mohou béhem rané faze objevit dusevni poruchy, které
Jsou povazovany za piimé nasledky zanétlivého stavu nervové tkané a psychické hle-
disko u chronické faze LB. (Makara-Studzinska, a dalsi, 2017)

Zanétlivé procesy v nervove tkani také hraji klicovou roli ve vyvoji Alzheimero-
vy choroby (dale AD). Bakterie nebo bakterialni slozky (naptiklad bakterialni lipopoly-
sacharid — LPS) jsou silnymi aktivatory zanétlivych procest a je znamo, ze stimuluji
amyloidogenezi, ktera je patogennim mechanismem vzniku AD. Chronické bakteridlni
infekce zplsobené spirochetami jsou spojeny S chronickymi neuropsychiatrickymi po-

ruchami, v¢etné demence. (Miklossy, a dalsi, 2004)
1.7.3 Postizeni muskuloskeletalniho systému

Lymeska borelidza nezplisobuje jen postizeni kloubt, ale i postiZeni svali, jejich

Slach a fascii béhem kterékoliv faze onemocnéni. K zanétim v postizenych mistech
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dochdzi na podklad¢ infekce, ale uplatiiuje se i zkfizend autoimunitni reakce.
(Rohacova, 2005)

Lymeska artritida postihuje predevsim velké klouby, nejcastéji kolenni, loketni,
hlezenni ¢i ramenni kloub. (Rohacova, 2005) Zanét se ale miize objevit 1 v mensich
kloubech, kde je diikazem spiSe revmatologického onemocnéni. Klouby byvaji zarudlé,
oteklé a synovidlni tekutina obsahuje polymorfonukledrni leukocyty. (Bartiin¢k, 2013)
Chronickd lymeska artritida mtze byt Spatn€ ovlivnitelnd Iéky a patologické zmény

Vv kloubech trvaji i po eliminaci borelii. (Rohacova, 2005)
1.7.4 PostiZeni srdce

Lymeska karditida je vzacna forma onemocnéni, kterd je Cast&j$i u muzii nez
u zen. (Bartiin€k, 2013) NejcastéjSimi pfiznaky karditidy jsou poruchy srde¢niho rytmu,
které vznikaji na podkladé poruchy tvorby a vedeni srdeéniho vzruchu. (Rohacova,
2005) Vyskytuje se v ¢asné fazi infekce, priblizné 3-5 tydni po infekci. (Bartingk,
2013) Mezi nejcastéjsi projevy Karditidy patii mirné zavraté, synkopa, dyspnoe, palpita-
ce a bolest na hrudi. (Stanek, a dalsi, 2018) Muze se také stat, Ze pacient nema zadné
obtize a na poruchy srde¢niho rytmu se ptijde ndhodou, naptiklad pii preventivni pro-
hlidce u 1ékate. (Rohacova, 2005)

Diagnodza karditidy vyzaduje prokazani boreliové infekce, v praxi je nejspolehli-
véjsi pritomnost typickych projevii LB jako je erythema migrans nebo neuroborelioza
pacienta. Diagndza by méla byt dale dolozena absenci nebo vyloucenim jinych srdec-

nich abnormalit. (Stanek, a dalsi, 2018)
1.7.5 Postboreliovy syndrom

Jedna se o soubor ptiznakt, které navazuji na jiz prodélanou infekci. (Bartingk,
2013) Oznacuje se tak tedy stav po 1é¢be, kdy nedochazi k vymizeni obtiZi nebo muze
dojit i ke zhorSeni obtizi. (Rohacova, 2005) Léceni jedinci maji i po 1é€bé nespecifické
ptiznaky jako bolesti hlavy, celkovou unavu, deprese, uzkosti, zmény nalad. (Bartin¢k,
2013) V praxi se nékteré piipady nedaji vySetfovacimi metodami od sebe odlisit.

(Rohacova, 2005)
1.8 Prevence

I ptes pokusy v roce 1998 s ockovaci latkou v USA a pies jeji vysokou Uspés-
nost, byla vyroba a distribuce této latky v USA zastavena. (Rohacova, 2005) V Evropé
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neni dosud k dispozici zd&dna ockovaci latka proti lymeské borelidze, proto jedinou for-
mou prevence proti této infekci je ochrana pred klist'aty. (Bartinek, 2013)

Nejlepsim zpusobem, jak se vyhnout riziku lymeské borelidzy, je vyhybat se ob-
lastem zamotenym klistaty. Praktickym doporucenim je noSeni ochranné¢ho odévu
a pouzivani pripravkl (repelentil) zejména osobami, jejichz profese nebo volny cas pro-
biha v oblastech zamotenych klistaty. (Stanek, a dalsi, 2018) Dulezitou prevenci je také
vyhybani se kifovindm a porostim na okraji listnatych lest, protoze klistata se mohou

nachazet i ve vysce az 1,5 metru. (Bartinék, 2013)
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2 LABORATORNI DIAGNOSTIKA

2.1 Ceska republika

Zakladem diagndzy lymeské borelidozy byvaji hlavné klinické ptiznaky, nejvice
pfitomnost erythema migrans v misté po pfisati kliStéte. Dilezité také je, zda si pacient
vybavuje prisati klistéte, nebo nikoliv. (Kiupka, a dalsi, 2014) Borelidza se vyznacuje
Sirokym spektrem piiznaki, kdy miize dojit k postizeni riznych organi, jako jsou svaly,
klouby, kiize, centralni a periferni nervova soustava a dalsi. (Bartin¢€k, 2013) I pfesto
vSak mohou byt v nékterych ptipadech nesignifikantni vysledky laboratornich vysetfeni
krve, likvoru nebo punktatu. (Rohacova, 2005) U sérologickych vysetfeni se mohou
objevovat kolisavé nalezy a také je nutné si uvédomovat mozné vysledky falesné nega-
tivni 1 faleSné pozitivni. (Bartin€k, 2013) Lymeské boreliéza je sice bakterialni one-
mocnéni, ale nedochazi k vyraznému zvyseni hladin zanétlivych parametra. (Rohacova,
2005)

K diagnostice Borrelia burgorferi se vyuzivaji ptimé nebo nepifimé metody.
(Ktupka, a dalsi, 2014) Metody neptimého pritkazu jsou zaloZeny na principu zjistovani
antiboreliovych protilatek tridy IgM a IgG a metody ptimého prikazu prokazuji etiolo-

gické agens v krvi, likvoru nebo ve tkanich. (Bartling€k, 2013)
2.1.1 Metody nepiimé

Do t&chto metod patii tzv. sérologicka diagnostika, u které vySetiujeme piitom-
nost antiboreliovych specifickych protilatek tfidy IgM a IgG v krevnim séru, likvoru,
nebo také v synovidlni tekutin€ a jinych biologickych materidlech. (Bartin€k, 2013)
Sérologicke testy vSak n€kdy neodlisi probihajici infekci od jiz probéhlé infekce.
(Prokes, 2015) V nepiimé diagnostice se vyuziva hlavné imunoenzymatickych testi
(ELISA), nepiimé imunofluorescence a Western Blotu. (Bartin€k, 2013) Sérodiagnos-
tika LB je v soucasné dobé zaloZena na dvouuroviiovém postupu testovani, coz zname-
na, Ze pozitivni vysledky a vysledky blizici se pozitivité¢ v metodé ELISA jsou testova-
ny navic imunoblotovymi testy. (Stanek, a dalsi, 2018)

Lymeska borelidza a syfilis jsou infekéni onemocnéni zplisobené bakteriemi pat-
ficimi mezi spirochety. Vzhledem k jejich fylogenetické podobnosti existuje urcity po-

tencial pro zkiizenou reaktivitu (tzv. cross-reaktivitu) sérologického testu. Pacienti se
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syfilitickou infekci mohou mit vysokou pravdépodobnost falesné pozitivniho screenin-
gu na lymeskou boreliozu. (Patriquin, a dalsi, 2016)

Falesn¢ negativni vysledek sérologického vysSetfeni nevyluuje onemocnéni LB.
V Casné fazi onemocnéni je vétSina vysledki negativnich z divodu pozdéjsi tvorby pro-
tilatek, nebo muze vzorek obsahovat protilatky v mnozstvi, které neni detekovatelné.
Naopak falesné¢ pozitivni vysledky sérologického vysetifeni se mohou objevit pii zkiize-
né reaktivité. K faleSné€ pozitivnim vysledkiim vSak miize dojit i v piitomnosti autoimu-
nitnich chorob (systémovy lupus, revmatoidni artritida), nebo u onemocnéni jater (hepa-
titida). (Zajkowska, 2014)
2.1.1.1 ELISA

ELISA, neboli Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay je imunoenzymovy test,
pomoci kterého se zjiStuji specifické protilatky typu IgM 1 IgG. (Rohacova, 2005) Jedna
se o primarni test pro hodnoceni obvykle krevnich vzorki, nékdy je pouzivan jako sa-
mostatny test, nebo jako prvni etapa dvoutrovitového testu. (Cook, a dalsi, 2016) Vy-
Setfovat se muze i z likvoru, nebo synovialni tekutiny. (Rohacova, 2005) ELISA test
mize byt jak kvalitativni, tak semikvantitativni i kvantitativni. (Zajkowska, 2014)

V roce 1971 doslo ke zvratu v laboratorni diagnostice - byla objevena mozZnost
navazani enzymu na molekulu specifické protilatky. Pokusy byly provadény pomoci
enzymi kienové peroxidazy a alkalické fosfatdzy. Reakce enzymu s protilatkou jsou
ovlivnény dulezitymi faktory, jako naptiklad velikosti molekuly enzymu ¢i moZnosti
navazat se na specifické misto na molekule protilatky. Jedna se o tzv. EIA metodu (en-
zymova imunoanalyza), kdy ELISA je specidlnim druhem této imunoanalyzy.
(Bartinkova, a dalsi, 2011)

Existuyje tada provedeni zékladni technologie pouzivané ve vyzkumnych
a komercnich testovacich soupravach. Jsou zaloZeny na pouziti nativnich antigenli zis-
kanych z bunéénych extraktii, rekombinantnich antigenti (napiiklad OspA, OspC, OspE,
OspF) nebo syntetickych peptidu. (Cook, a dalsi, 2016) Vyuzivaji se antigeny riznych
kment, druhd a sérotypt Bbsl. (Rohacova, 2005) Problemati¢nosti rekombinantnich
antigenl je mald specifita pro rizné druhy borelii, ale i protilatky proti témto antigentim
— objevuji se pozde¢, nebo se viibec nevytvorii. (Bartinek, 2013) Testy jsou kvantitativni
a udavaji koncentraci protilatek ve vzorku. (Cook, a dalsi, 2016)

V piipadé nekompetitivniho testu ELISA je imobilizovany antigen navazan na

sténu mikrotitracni desticky o 96 jamkach. Po pfidani pacientského vzorku se cely sys-
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tém inkubuje. Po inkubaci se nenavazané latky odmyji a pfida se tzv. sekundarni proti-
latka, ktera je znacena enzymem (vznika tzv. konjugat). Po nasledné inkubaci a promyti
se do reakce piidava substrat, ktery je $té€pen enzymem piitomnym na sekundarni proti-
latce (obrazek 6). (Bartaiikova, a dalsi, 2011) Reakce mezi substratem a enzymem pro-
béhne béhem 30-60 minut. Jako enzymy mohou byt pouzity glukézooxidaza, B-
galaktosidaza, peroxidaza nebo alkalicka fosfataza. (Suleyman, 2015) Vznika barevny
komplex v jamce mikrotitrani desti¢ky a barevna reakce se méii fotometricky pii vino-
vé délce 400-600 nm. Koncentrace produktu je pfimo timérna koncentraci protilatek ve

vzorku pacienta. (Bartinkova, a dalsi, 2011)

Secondary
antibody
conjugate

Obrazek 6: Princip ELISA metody v mikrotitracni
desticce
Zdroj: (MolecularDevices)

Zéakladnim pfistrojem pro ELISA analyzu je ELISA-reader — ve své podstaté se
jedna o modifikovany spektrofotometr, umoziujici méfeni barevného komplexu vznik-
1ého v mikrotitraéni desticce, pii riznych vinovych délkach. (Bartinikova, a dalsi, 2011)
Ihned po pfidani ,,stop* roztoku musi byt vysledky na ELISA-readeru odecteny do 10
minut pii 450 nm. (Suleyman, 2015)

Ptestoze je ELISA vysoce senzitivni metoda, mohou se objevit vysledky falesné
negativni 1 fale$Sné pozitivni. Tyto vysledky mohou byt, stejné¢ jako ostatni metody,
ovlivnény laboratornimi chybami, ale také muze dojit ke zkiiZzené reaktivité s jinymi
spirochetami. (Rohacova, 2005) U necelych 10 % zdravych jedinci v populaci, bez ja-
kychkoli ptiznak, byly zjistény pozitivni specifické antiboreliové protilatky. (Bartinék,
2013) Falesn¢ negativni vysledky se mohou objevit v pocatku infekce, kdy protilatky

jesté nejsou detekovatelné sérologickymi metodami. (Rohacova, 2005)
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ELISA metoda je vyhodna z davodu jeji dostatecné specifi¢nosti, citlivosti
a reprodukovatelnosti. (Bartinkova, a dalsi, 2011) Vyhodou je i spotieba malého mnoz-

stvi vzorku a mikrotitra¢nich desti¢ek. (Zajkowska, 2014)
2112  Western Blot

Druhy test v diagnostice LB, pouzivany pro potvrzeni diagnozy, je tzv. Western
Blot (dale jen WB). Jedna se o metodu, ktera byla poprvé popsana v roce 1979
avsoucasné dobé je pouzivana k identifikaci specifickych proteinti (antigent)
Vv pozitivnich smésich vzorkti. Kombinuje elektroforetickou separaci s imunoanalyzou.
(Jin, a dalsi, 2015) Soupravy WB se pouzivaji jako samostatné jednotky, nebo jako dru-
hy stupent dvoustupiiového protokolu (prvnim stupném muze byt naptiklad ELISA me-
toda). (Cook, a dalsi, 2016)

V mediciné se Western Blot vyuziva jako diagnosticky nastroj pro n¢kolik one-
mocnéni, jako je lymeska boreliéza. (Jin, a dalsi, 2015) Pro interpretaci IgM testu je
vyzadovano, aby alespont dv€ nebo vice kritickych pasem bylo pozitivnich. Pro interpre-
taci IgG testu n€ktefi vyrobci uvadéji, ze pét nebo 1 vice z deseti kritickych pasem musi
byt kladnych, aby byl test povazovan za pozitivni. (Cook, a dalsi, 2016)

Proteiny jsou d€leny podle velikosti za pouziti elektroforézy na polyakrylamido-
vém gelu s dodecylsulfatem sodnym (SDS-PAGE). Poté jsou tyto oddélené proteiny
pfeneseny na membranu pro blotting. Membrana je poté upravena blokovacim roztokem
a postupné dochazi k detekci primarni a sekundarni antiboreliovou protilatkou specific-
kou pro dany antigen. (Jin, a dalsi, 2015) Po inkubaci za pouziti substratu, ktery se po
reakci zbarvi, mize byt komplex antigen-protilatka vizualizovan. Pdsy membrany mo-
hou byt porovnavany se standardem poskytnutym vyrobcem a mohou byt posouzeny
jako pozitivni, pokud je hustota vétsi, nez v referen¢nim pasmu. (Cook, a dalsi, 2016)
Dalsimi modifikacemi WB mtize byt WB s kapilarni elektroforézou, nebo s vyuzitim
tzv. mikrofluidnich ¢ipi. (Jin, a dalsi, 2015)

Jedna se 0 spolehlivou a Siroce pouzivanou metodu. Vyhodou této metody je
moznost detekovat protilatky proti jednotlivym specifickym antigenim v pacientském
vzorku. (Bartuiikova, a dalsi, 2011)

v USA, kde se vyskytuje na rozdil od Evropy pouze jeden druh borelie, tedy pouze Bor-

relia burgdorferi sensu stricto. (Rohacova, 2005)
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Obrazek 1: Vysetreni Western Blot u

pacientii s LB
A Pozitivni kontrola, AD1 + AD2 + AD3

(vySetteni likvoru), negativni kontrola

B: Pozitivni kontrola, AD1 + AD2 (vySetieni
likvoru), AD3 (vySetfeni krve i likvoru)
Zdroj: (Miklossy, a dalsi, 2004)

2.1.1.3  Microblot-Array (MBA)

Microblot-Array metoda je podobna Western Blotové metod¢, ale narozdil od
WB probihé ve formatu mikrotitrani desti¢ky. Jamku této desticky tvofi nitrocelul6zo-

va membrana, na kterou jsou naneseny specifické rekombinantni antigeny ve formé

spott V tripletech (viz obrazek 8). (TestLine, 2019)

Obrazek 8: Mikrotitracni desticka pro Microblot-Array
Zdroj: vlastni

Jako rekombinantni antigeny jsou pouzity k testu povrchové antigeny borelii

(Osp proteiny, VISE povrchovy lipoprotein), bi¢ikové antigeny borelii (napt. p41), ne-
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utrofily aktivujici protein A (NapA) a aspartatovy zbytek (Asp52). Celkové je pouzito
22 antigend. (TestLine, 2019)

Vyhodou této metody je vétsi specifita pro vySetfeni borelii diky paralelnimu
vysetieni vice markerti soucasné. Jelikoz jsou antigeny na membrané spotovany
Vv tripletech, je mensi pravdépodobnost chyby provedeni testu. Dal§imi vyhodami je také
nizka spotieba vzorku a vysoka citlivost metody. (TestLine, 2019)

Soupravy jsou zpracovavany stejné jako pii provadéni ostatnich imunoenzyma-
tickych metod s vyuzitim piistrojové techniky ELISA. Vyhodnoceni vysledki umoziu-
je specialni Microblot-Array Software. (TestLine, 2019)

2.1.1.4  Neprima imunofluorescence (IFA)

Imunofluorescence je metoda, ktera je zaloZena na principu vizualizace reakce
antigen-protilatka. Nepfima imunofluorescence je dvoustupiiova reakce, kdy v prvni
fazi dochazi k navazani specifické antiboreliové protilatky ze séra pacienta K struktuie
ptitomné na podloznim sklicku a ve druhé fazi dochazi k detekci protilatky pomoci
sekundarni protilatky, znacené vhodnym fluorochromem. Sekundarni protilatkou je nej-
Castéji protilatka, kterd je zaméfena pfimo proti Fc ¢asti lidského imunoglobulinu.
(Bartinkova, a dalsi, 2011)

Jako antigen se dfive pouzivala Borrelia recurrentis. V soucasnosti se vyuziva
jako antigen Borrelia burgdorferi sensu lato. (Rohacova, 2005) Jako fluorochrom se
obvykle pouziva fluoresceinthiokyanat (tzv. FITC). Tato fluorescen¢ni latka pti vinové
délce 490 nm emituje zelené zafeni o vinoveé délce 517 nm. Jako dalsi fluorochrom se
muze vyuZivat i1 tetramethylrhodamin emitujici cervené svétlo. (Bartliikkova, a dalsi,
2011)

Vysledkem této metody je pouze kvalitativni zhodnoceni, zda preparat sviti.
V soucasnosti je vétSina substratii pro imunofluorescenci dodavana komerénimi vyrobci

ve form¢ souprav. (Bartiinkova, a dalsi, 2011)
2.1.2 Metody piimé

Piimé metody slouzi k prikazu Bbsl jako antigenu v organismu pacienta. Mezi
metody piimého prikazu patfi metody mikroskopické, histologické, kultiva¢ni, metody

molekularni biologie (PCR) a sekvenace. (Rohacova, 2005)
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2.1.21  Mikroskopicky priikaz

Z mikroskopického prukazu se mohou pouzivat metody, jako je elektronova mi-
kroskopie, imunofluorescence nebo barveni metodou Warthin-Starry. Mikroskopie bo-
relii je ale obtizna. Divodem je nizka hustota borelii v n¢kterych tkanich a jejich Spatna
vizualizace. (Kiupka, a dalsi, 2014)

K rychlému prikazu pohyblivych borelii v klistéti slouzi tzv. svételna mikrosko-
pie v zastinu. Uziva se k hodnoceni infikovanosti klistat v endemickych oblastech
Vv riznych stadiich klist'at. Pozitivni vzorky jsou ovéfeny pomoci PCR. (Bartinék, 2013)

K diagnostice LB se vyuziva elektronova mikroskopie, ktera umoziuje detailni
pozorovani borelii. Sleduje se pocet bi¢ikl, velikost buiiky, pfitomnost cystickych fo-
rem a blebs obsahujicich plazmidovou DNA. Pouzit se mtze i tzv. imunosorbentni elek-
tronova mikroskopie (ISEM), pii které dochazi k reakci protilatky s antigenem pii niz-

kych koncentracich borelii ve vzorcich. (Rohacova, 2005)
2122  Kultivace

Kultivace borelii je velice obtiznou metodou identifikace. (Rohacova, 2005) Pro
kultivaci jsou nutné specidlni, vysoce obohacené pidy, jako napiiklad Barbour-Stoener-
Kellyho médium (BSK) nebo Modified-Kelly-Pettenkoferovo médium (MKP).
(Margos, a dalsi, 2015) Tato média se liSi koncentraci né¢kterych slozek, ale vSechny
pouzivaji jako zékladni latku 6 % krali¢i nebo koniské sérum. (Bartingk, 2013) I kdyz
byly riizné druhy borelii kultivovany v BSK a jinych modifikovanych kultiva¢nich me-
diich, nékteré druhy nerostly uspokojiveé. (Margos, a dalsi, 2015) Kultivace borelii je
také zavisla na druhu kultivovaného vzorku. (Rohacova, 2005) Borelie jsou Iépe kulti-
vovany (tedy rychleji rostou) z tkanovych struktur (ktize, svaly) nez z télesnych tekutin
(krev, likvor). (Bartin€k, 2013) Odbér vzorku pacienta na kultivaci borelii musi byt
proveden za vysoce sterilnich podminek. (Rohacova, 2005)

Statickd kultivace se provadi v pocatku za 1-14 dni doby rtstu borelii a dochazi
ke zméné¢ prostiedi. Kontinualni kultivace nasleduje po 14 dnech v podminkach s novou
pudou se ¢tyfdennimi intervaly. (Bartlin€k, 2013) Dulezité je zajisténi vhodné atmosfé-
ry pro rist borelii, tedy zvySeni CO,, protoZze se jedna o mikroaerofilni bakterie. Zvyse-
ni CO; je zajisténo v tzv. kultivacnich nadobach. (Margos, a dalsi, 2015)

Kultivace a obecné 1 rtst borelii je ovlivnén pH prostiedi (7,5), teplotou (34-

35 °C), oxidoredukénim potencidlem, slune¢nim zafenim, ultrafialovym zafenim i os-
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motickym tlakem. (Bartinék, 2013) V CR neni kultivace borelii b&zné dostupna.
(Prokes, 2015)

Kultivaéni prikaz je dillezitym diagnostickym krokem pro prokazani zivych bo-
relii v organismu pacienta, k potvrzeni diagnézy LB a zhodnoceni prob&hlé infekce ne-

bo perzistence borelii v riznych orgénech. (Bartin¢k, 2013)

2.1.2.3 Histologicky prukaz

Ojedinéle se v diagnostice vyuziva histologického prikazu s pouzitim mikro-
skopie. (Rohacova, 2005) Prikaz je mozny v natérech po nabarveni toluidinovou modii,
Giemsou ¢i stiibrem. Tyto metody se pouzivaji v fezech tkané zalitych do pryskyfic ¢i
parafinu. Specifita prikazu borelii je zvySena pfidanim monoklondlni protilatky proti
povrchovému antigenu. (Bartin¢k, 2013)

Sledovany mohou byt rtizné struktury, jako naptiklad povrchové nebo hluboké
perivaskularni polymorfni infiltraty neutrofilti, plazmatickych bun¢k, lymfocytu, eosi-
nofilti a mastocytl. Borelie mohou byt identifikovany pomoci barveni stfibrem nebo
imunocytochemie jako dlouhé spiralni bakterie s relativné pravidelnymi zahyby. V Krvi
se borelie nevyskytuji v takovych koncentracich, aby je bylo mozné pozorovat

Vv perifernim natéru krve. (Soni, a dalsi, 2016)
2.1.24  DNA-hybridizace

Tato metoda je zalozena na principu detekce nukleovych kyselin (DNA).
(Rohacova, 2005) Probiha tak, Ze klonovand DNA borelie (nebo obecné jakéhokoliv
mikroba), ktera je oznacena nékterym radioaktivnim izotopem, se vaze na znamou sek-
venci borelie fixovanou na membranovy nosi¢ (napiiklad ¢ip). (Barttinék, 2013) Metoda
byla modifikovana na priikaz RNA, protoZe se ve vétsim mnoZstvi objevuje vice RNA

borelii nez DNA. (Rohacova, 2005)
2.1.2.5 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR je technika zalozena na piimé detekci DNA (napfiklad mikroba) cyklickou
amplifikaci (zmnoZenim) malych mnoZstvi fragmenti DNA ze vzorku pacienta a jeho
porovnani se zndmou sekvenci DNA. (Cook, a dalsi, 2016) Metodou PCR Ize vySetfit
velky rozsah biologickych materiald. Vhodnym materidlem pro toto vySetieni je syno-

vidlni tekutina, likvor, dale je mozné pouziti i plodové vody. Z krve lze také vySetiovat
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metodou PCR, ale zachyt borelii neni tak bézny, jelikoz borelie pronikaji do riznych
tkani a organti. (Rohacova, 2005)

Nejprve musi dojit k rozSté€peni dvoutetézce DNA (denaturaci) pii 95 °C na dva
jednoduché tetézce, kdy na kazdy fetézec se pii teplote 50-60 °C navazi na okrajové
sekvence primery. Dochazi k syntéze komplementarniho vlakna v pfitomnosti volnych
nukleotidii ve vzorku DNA polymerazou pii teploté¢ 72 °C (renaturace). Takto vzniklé
dvouretézce jsou dale denaturovany pfii teploté 95 °C a dochazi tak k cyklickému na-
mnozeni této sekvence DNA, dokud se nedosahne pozadovaného mnoZzstvi.
(Bartinkova, a dalsi, 2011) Nasledné dochazi k dehydrataci téchto nové vzniklych
dvouretézcii DNA, které jsou v dostate¢ném mnozstvi, pro dalsi metody jako je prikaz
hybridizaci, sekvenaci nebo gelovou elektroforézou. (Bartiinék, 2013) Pii gelové elek-
troforéze pohybem téchto molekul v ptitomnosti elektrického pole dochazi k separaci
podle jejich molekulové hmotnosti. (Bartinkova, a dalsi, 2011)

Pro tento proces je nutna pititomnost urcitych latek nezbytnych pro prob&hnuti
této reakce. Témito dulezitymi latkami jsou: vzorek DNA obsahujici zkoumanou sek-
venci, synteticky vyrobené primery, smés nukleotidli, DNA polymerdza, PCR pufr
a hotecnaté ionty. (Bartiiikova, a dalsi, 2011) OspA a VISE jsou vhodnymi primery
k prikazu borelii v riznych tkanich. (Bartinéek, 2013)

Tato metoda mé nékolik nevyhod. Hlavni nevyhodou je snadna kontaminace
vzorkl, dal§imi nevyhodami je vysoka cena vySetfeni, nebo rozdilna citlivost plazmido-
vé a genomové DNA. (Rohacova, 2005) Diagnostika pomoci PCR v Evropé je obtiznéj-
§1 kvili odlisSnym sekvencim DNA riznych druhi borelii. (Bartinék, 2013)

Existuje celd fada modifikaci této metody vcetné kvantitativni PCR a PCR
Vv realném cCase (Rt-PCR). (Cook, a dalsi, 2016) Rt-PCR je metoda zalozena na principu
pouziti fluorescencné oznacenych sond s pfitomnosti detekéni soustavy schopné méfit
intenzitu vzniklé fluorescence. Vysledkem je pfimé4 iméra intenzity fluorescence a pro-
duktu PCR a pomoci sestavené standardni kiivky se mize kvantifikovat pfesné mnoz-
stvi cilové DNA v pacientském vzorku. (Bartliikova, a dalsi, 2011) Vyhodna je rychlost
Rt-PCR pohybujici se kolem 30 cykl za 40 minut, sniZeni moZnosti kontaminace opa-
kovanou reakci ve stejné kapilare a optické znaceni vice barvami. (Bartinek, 2013)

Pied pouzitim Rt-PCR nebylo mozné rozlisit, zda borelie ve vzorku pacienta
jsou Zivé, nebo mrtvé. Az s pouzitim PCR v redlném Case s urcitou barvou prostupujici
nukleové kyseliny bylo zjisténo, Ze 1ze rozlisit nékteré mrtvé buiiky od zivych. Bakterie,

na které byl tento pokus provadén, se nazyva Legionella pneumophila. (Bartinék, 2013)
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K dispozici je né€kolik technik PCR lisicich se z hlediska citlivosti, specifity
a detek¢niho spektra. V soucasnosti je komerc¢né dostupnych nékolik PCR souprav.
Piimou detekci pomoci PCR by mély provadét pouze akreditované a specializované
laboratote. (Eldin, a dalsi, 2019)

Metoda PCR je spolu s metodou WB vhodna pro vysetfovani tkani i synovialni
tekutiny a jsou zaroven doporu¢enymi metodami pro diagnostiku meningoencefalitidy
a lymeskeé artritidy. (Barttin¢k, 2013) Negativni vysledek testu nevylucuje diagnézu LB.
(Eldin, a dalsi, 2019) PCR je doporucena pouze ve vybranych situacich a méla by se

pouzivat v kombinaci se sérologii pro podporu diagnézy. (Zajkowska, 2014)
2.2 Némecko

Lymeska borelidza a dalsi infekéni onemocnéni spojené s klistaty se objevuji na
tizemi Evropy, véetnd Ceské republiky i Némecka. Na zékladé rozifeni onemocnéni
vznikla v Némecku v roce 2006 soukroma specializovana klinika, zabyvajici se one-
mocnénimi pirendsenymi klist'aty, hlavné lymeskou boreliozou. BCA klinika se nachazi
v némeckém mésté Augsburg a zamé&fuje se jak na komplexni diagnostiku, tak i na spe-
cialni 1é¢bu lymeské boreliozy i souvisejicich infekénich onemocnéni. (BCA-clinic,
2019)

BCA klinika je rozdélena na dvé hlavni ¢asti: BCA-laborator dulezita pro dia-
gnostiku patogena a stanoveni spravné diagnozy; BCA-klinika zamé&fujici se na 1écbu
a rehabilitaci pacienti. Obé& ¢asti kliniky jsou pod vedenim specializovanych odbornych
lékaia. (BCA-clinic, 2019)

Diagnostika LB probiha na klinice podobné& jako v Ceské republice (ELISA,
imunoblot, PCR), ale objevuji se i metody, které se v CR rutinné neprovadi. Témito
metodami je napiiklad EliSpot, LymeSpot a pritokova cytometrie. Jelikoz se jedna
0 soukromou kliniku, vSe si pacient hradi sam a celkové vySetfeni na lymeskou borelio-
zu zahrnujici vySetfeni LymeSpot, EliSpot, pritokovou cytometrii, ELISA test a Imu-
noblot vyjde pacienta na 718,18 Euro (cca 18 600 K¢). VySetfit se mtize i stav imunitni-
ho systému, za ktery si laboratof uctuje 315,66 Euro (cca 8 200 K¢). (BCA-lab, 2019)

2.2.1 ELISA

Tato metoda funguje na stejném principu, jako je popsano v kapitole
2.1.1. ELISA je tedy imunoenzymovy test, pomoci kterého se zjist'uji specifické antibo-
reliové protilatky typu IgM a 1gG. (Rohacova, 2005)
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Jelikoz se jednd o soukromou laboratof, BCA-laboratot si uCtuje poplatek
5,30 Euro (cca 140 K¢) za testovaci sadu pro ELISA vysetfeni jakéhokoliv vzorku. Vy-
Setfeni antiboreliovych protilatek IgM a IgG metodou ELISA vyjde pacienta na 69 Euro
(cca 1800 K¢) a vysledek vysetfeni laboratot vydava do 2 dnti. BCA-laboratot dale
vySetiuje metodou ELISA 1 protilatky proti dals$im moznym patogentm, jako je: Ana-
plasma, Bartonella, Babesia, Chlamydia pneumoniae + trachomatis, Mycoplasmata,
Yersinie, Ricketsie, EBV, HSV, CMV a Toxoplasma. (BCA-lab, 2019)

2.2.2 Imunoblot

Imunoblot poskytuje vysoce specifické informace o pfitomnosti protilatkové od-
povédi proti testovanému patogenu (borelie). Detekce IgM protilatek nejcastéji udava
Cerstvou infekci LB, mohou vSak ptetrvdvat po dlouhou dobu u chronickych forem
onemocnéni. IgG protilatky se vyskytuji 1-2 mésice po infekci a jsou zvlasté pritomny
u chronickych forem LB. (BCA-lab, 2019)

Blotovy prouzek obsahuje jednotlivé separované antigeny borelii, na které se
navazi protilatky IgM ¢i IgG z krve pacienta a misto reakce antigen-protilatka je na blo-
tovém prouzku zbarveno. Podle délky infekce v téle pacienta se 1isi pocet detekovanych
past. Imunoblot také zahrnuje povrchovy marker tzv. VISE, ktery vykazuje nejvyssi
citlivost pro detekci borelii. (BCA-lab, 2019)

Vysledky vySetfeni je laboratot schopna vydat do 2-3 dnt. Stejné€ jako u ELISA
testu si laboratof Gc¢tuje 5,30 Euro (cca 140 K¢) za testovaci sadu pro Imunoblot a cel-
kova cena vysetieni je 139,88 Euro (cca 3 700 K¢). (BCA-lab, 2019)

2.2.3 EliSpot a LymeSpot

EliSpot test, neboli Enzyme-Linked Immunosorbent Spot Assay, je metoda, pii
niz se mé&fi pocet aktivovanych T lymfocytu, které produkuji cytokiny (interferon y)
proti pfisluSnému antigenu. Jedna se o bun&cny test pro stanoveni infekce zptisobené
boreliemi a riznymi ko-patogeny. EliSpot v kombinaci s pritokovou cytometrii (stano-
veni CD3- a CD57+ bunék) poskytuje dilezité informace o probihajici nebo probéhlé
infekci. (BCA-lab, 2019) V praxi se vSak objevuji u tohoto testu falesné negativni vy-
sledky. To je zpuisobeno tim, ze LB nezahrnuje pouze imunitni odpovéd’, ale i reakci na
zanét. Klinické projevy (bolest kloubii, svalll) jsou zplsobeny zanétem, nikoliv infekei
jako takovou. Konecnym vysledkem muze byt Spatnd diagnoza, ktera miize vést

k roktim fyzického i dusevniho trapeni pacienti. (BCA-clinic, 2019)

42



LymeSpot, neboli novy EliSpot test, poskytuje informace o aktivité¢ infekce
amozném zanétu. Také tento test mlze rozliSit, zda je pfitomna aktivni (specifické
efektorové bunky) nebo latentni (specifické pamétové bunky) infekce. To umoziuje

EliSpot je zalozen vyhradné jen na produkovaném interferonu vy, zatimco Lyme-
Spot je zalozen i na cytokinu IL-2. Tyto testy pracuji na principu semaforu (obrazek 8)
— vysledkem aktivni infekce je zelené zbarveni v testu. Cervené oznadeni v testu udava
predpokladané latentni onemocnéni zménou vztahu mezi Interferonem y a IL-2. (BCA-
lab, 2019)

Stejné jako u ELISA testu a Imunoblotu si laboratot u¢tuje 5,30 Euro (cca 140
K¢) za testovaci soupravy. VySetfeni borelii testem EliSpot vyjde pacienta na
184,49 Euro (cca 4 800 K¢) a vySetfeni borelii testem LymeSpot vyjde pacienta na
217,86 Euro (cca 5700 Kc¢). Vysledky jsou laboratoii vydany do 3 dnid. (BCA-lab,
2019)

Obrazek 9: LymeSpot test
Zelena barva — efektorové buiiky
Cervena barva — pamétové buiiky

Zdroj: (BCA-clinic, 2019)

2.2.4 Pritokova cytometrie

Pritokova cytometrie je metoda, ktera slouZzi k analyze bun€k v bunécné suspen-
zi, kterd se oznaci monoklondlni protildtkou s navdzanym fluorochromem. Suspenze
bun¢k je pomoci hydrodynamické fokusace usmérnéna tak, aby jednotlivé buiiky puto-
valy za sebou, nikoliv vedle sebe. Kazda burika je poté jednotlivé prométena laserovym
paprskem a podle odrazu a rozptylu svétla se buniky rozdéli na zékladé¢ pozadovanych

parametrd. (Bartinkova, a dalsi, 2011)
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U LB se méfi buiikky imunitniho systému CD57+ (NK buiiky, neboli pfirozeni
zabijeci), které se méfi za pouziti pritokové cytometrie. CD57+ buiiky mohou korelovat
S patogenni aktivitou a indikovat oslabeni imunitniho systému. (BCA-lab, 2019)

Laboratof si stejn¢ jako u kazdého testu uctuje 5,30 Euro (cca 140 K<) za testo-
vaci soupravy. Cena vySetfeni pritokovou cytometrii je 106,68 Euro (cca 2 700 K¢).
Pacient mize pozadat i o vySetfeni stavu imunitniho systému pratokovou cytometrii, za

které si laboratot uétuje 315,66 Euro (cca 8 200 K¢). (BCA-lab, 2019)
2.2.5 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR je molekularné biologickd metoda pro piimou detekci patogennich nukleo-
vych kyselin v pacientském vzorku. Pozitivni vysledek poskytuje ptimy prikaz pfitom-
nosti infekce. (BCA-lab, 2019) Princip a pribéh PCR metody je popsan v kapitole
2.1.2.5.

Pro detekci borelii byl vyvinut vlastni PCR testovaci systém, zaloZzeny na néko-
lika naslednych PCR reakcich a detekujici s vysokou citlivosti. BCA-laboratof je jednou

z mala laboratofi, ktera dokaze detekovat bakterii Borrelia miyamotoi. (BCA-lab, 2019)
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3 LECBA
3.1 Ceska republika

Jelikoz se jedna o bakteridlni infekéni onemocnéni, 1é€ba LB probihd pomoci
podavani antibiotik a méla by byt zahajena pii klinickych projevech LB. (Krbkova, a
dalsi, 2018) Bézna 1écba antibiotiky by neméla trvat déle nez 3 tydny a prodluzuje se
pouze V piipad¢ prodlevy zahajeni terapie. (Rohacova, 2005) Dlouhodob¢jsi uzivani
antibiotik u perzistujici formy LB je net¢inné. (Kiupka, a dalsi, 2014)

Zvolené antibiotikum k 1é¢bé by mélo byt dobfe tolerované t€lem pacienta, bez-
pecné a schopné udrzovat svou lééebnou hladinu v celém prabéhu 1é¢by. Pokud jsou
antibiotika podavana pro 1é¢bu neuroboreliozy, je dulezité si uvédomit, ze antibiotika
musi proniknout pfes hematoencefalickou bariéru. (Krbkova, a dalsi, 2018)

U chronickych forem onemocnéni je uspésnost 1€cby antibiotiky pomérné nizsi.
(Krbkova, a dalsi, 2018) Proto néktefi jedinci pies pretrvavajici obtize vyhledavaji kli-
niky zabyvajici se timto onemocnénim. Jak bylo zminéno v kapitole 2.2, mohou se pa-
cienti nechat vySetfit a 1é¢it na BCA klinice v Némecku (kapitola 3.2). Od zafi roku
2015 se BCA klinika nachazi i v Luha¢ovicichv Ceské republice. BCA Klinika
v Luhacovicich je sesterskou klinikou BCA kliniky v Augsburgu. Ttitydenni 1é¢ba pa-
cienta v Luhacovicich se pohybuje kolem 100 000 K¢ (dvakrat mensi ¢astka, nez by
pacient zaplatil na klinice v Némecku), coz si pacient musi hradit sam. (Synek, 2014)

Antibioticka 1é¢ba je indikovana podle rozdéleni LB dle doporuceni infektolo-
gické spolecnosti do tii stadii: ¢asné lokalizované stadium, casné diseminované stadium

a pozdni diseminované stadium. (Prokes, 2015)
3.1.1 Lécba v ¢asné lokalizovaném stadiu

K projeviim c¢asné lokalizovaného stddia LB patfi erythema migrans. (Prokes,
2015) K 1écbé v casné fazi onemocnéni dospélych se pouziva jako 1€k prvni volby anti-
biotikum doxycyklin (denné 200 mg), ktery je ale kontraindikovan pro téhotné zeny
a déti do 8 let. (Kiupka, a dalsi, 2014) K 1écbé déti se pouziva antibiotikum amoxicilin,
ktery je davkovan podle vahy ditéte (50 mg/kg). (Rohacova, 2005)
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3.1.2 Lécba v ¢asné diseminovaném stadiu

K projeviim ¢asn¢ diseminovaného stadia LB patii casna neuroborelioza, ly-
meska karditida, lymeské artritida, boreliovy lymfocytom a o¢ni formy LB. (Prokes,
2015) (Krbkova, a dalsi, 2018) Antibioticka 1éEba neuroboreliozy je indikovana po po-
zitivnim nalezu antiboreliovych protilatek v likvoru a méla by trvat piiblizné 21 dni.
Antibiotikem vhodnym pro 1écbu neuroboreliézy u dospélého pacienta je krystalicky
penicilin, u déti cefotaxim. Tato antibiotika jsou podavana intravendzné a cefotaxim se
muze podavat i intramuskularn€. (Rohacova, 2005)

Antibioticka 1é¢ba lymeské karditidy je indikovana po pozitivnim nalezu antibo-
reliovych protilatek v séru, eventuelné biopsii a mé¢la by trvat stejné jako u neuroboreli-
6zy 21 dni. (Rohé&cova, 2005)

Antibioticka 1écba u ostatnich forem Casné diseminovaného stadia (o¢ni, kozni
forma) je indikovana po pozitivnim ndlezu antiboreliovych protilatek v séru a méla by
trvat pfiblizné 21 dni. U téchto forem by méla byt provedena dalsi vySetfeni — napfi-
klad u o¢ni formy by mélo byt provedeno oftalmologické vySetieni a u boreliového
lymfocytomu provedeni biopsie kvuli vylouceni neoplastickych zmén. Pouzivaji se
antibiotika jako u Casné lokalizovaného stadia (doxycyklin, amoxicilin). (Rohacova,

2005)
3.1.3 Lécba v pozdnim diseminovaném stadiu

K projevim pozdniho diseminovaného stadia patii pozdni lymeskd artritida,
pozdni neuroborelidza a acrodermatitis chronica atrophicans. (Prokes, 2015) U tohoto
stadia LB je nejvétsim rizikem selhani antibiotické 1é€by. Muze dochézet k pietrvavani
obtizi i pfes 1é€bu, nebo se po vyléceni mohou znovu objevit obtize. Opakovana 1écba je
vhodné pouze pfi recidivé onemocnéni ¢i Spatném efektu 1écby (napiiklad Spatné zvole-
ném podani l1éku)

Antibioticka 1é¢ba u vSech téchto tfi forem tohoto stadia je indikovana po pozi-
tivnim nalezu antiboreliovych protilatek v séru (akrodermatitida), likvoru (neuroboreli-

0za) ¢i synovidlni tekutiné (artritida) a méla by trvat 28 dni. (Rohacova, 2005)
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3.2 Némecko

Na BCA klinice v Némecku sdileji nazor, ze chronickd forma LB mize byt
dlouhodobou 16¢bou tspésné vylétena. V CR naopak specialisté na LB maji opacny
nazor — 1écba LB delsi nez 3 tydny je netcinna.

Kazdy pacient na klinice obdrzi individualni 1é¢ebny plan podle jeho vysledkt
vysetfeni. Hlavnim pilifem terapie je 1é¢ba vysokymi davkami antibiotik - cilem je zni-
it patogeny, nebo snizit pocet téchto patogenii v téle pacienta. Soucasné¢ by mél byt
posilen 1 imunitni systém pacienta. Dulezitym prvkem 1€Cby je také podavani probiotik
pro sniZzeni moznych vedlejsich ucinkii. Pro pacienty, ktefi z riznych diivodii nemohou
vyuzit antibiotickou 1é¢bu (alergie, Spatné krevni hodnoty), klinika umoziuje vyuzit

alternativni naturopatickou 1é¢bu. (BCA-clinic, 2019)
3.2.1 Klasicka lécba antibiotiky

Borelie jsou bakterie s dlouhym zivotnim cyklem, proto je pro LB doporucena
dlouhodoba 1écba, stejné jako u tuberkuldzy. Délka 1é€by vSak zavisi na individualnich
podminkach kazdého pacienta. Také se objevuji studie, podle kterych je kombinaéni
terapie antibiotiky uZzite¢na pro 1é¢bu LB. Spole¢nosti ILADS a German Borreliosis
Society proto doporucuji dlouhodobou a kombinovanou 1é¢bu antibiotiky. (BCA-clinic,
2019)

Ceftriaxon je podavan pacientim s LB vzacné, protoze bylo zjisténo, ze podpo-
ruje perzistenci borelii. Ceftriaxon a doxycyklin jsou vhodnymi antibiotiky pro spirdlni
formu borelii, ne vSak pro perzistujici formy, intracelularni patogeny, biofilm a koin-

fekéni agens. (BCA-clinic, 2019)
3.2.2 Alternativni 1é¢ba

Pro pacienty, ktefi nechtéji nebo nemohou vyuzit antibiotickou 1écbu, nabizi
BCA klinika naturopatickou alternativni 1é¢bu LB. Po této 1écbé musi byt pacient kaz-
dych 4-6 mésict specialné testovan laboratornim vysetfenim (EliSpot, CD57+ NK buii-
ky). Klinika doporucuje tato vysetieni provést v jejich laboratofi. Vysledky jsou tak
snadnéji srovnatelné, protoze kazda laboratof ma jiné referenéni meze. (BCA-clinic,

2019)
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3.2.3 Kompaktni lééba

Reditel BCA kliniky zaloZil novy specidlni 1é¢ebny program, ktery se nazyva
Compact Treatment (CT). CT nabizi klasickou lécbu antibiotiky nebo naturopatickou
1é¢bu s bylinnymi antiinfekénimi latkami v kombinaci s podptrnou terapii. V piipadé
potieby je poskytovana také terapie bolesti, aby se pacienti uzdravovali u¢innéji a rych-
leji. Cilem programu je: pomoci pacientovi snizovat stres, terapie 1é€by bolesti nebo

trénink vyzivy a cvi¢ebni programy. (BCA-clinic, 2019)
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PRAKTICKA CAST

4 CIL PRAKTICKE CASTI

Druha polovina prace, tedy prakticka ¢ast bakalarské prace, je zaméfena na ru-
tinni metody pouzivané k diagnostice lymeské boreliozy ve Fakultni nemocnici Plzen
(déle jen FN Plzen). Cilem praktické Casti je:

e Ziskat uceleny ptehled o lymeské borelioze a jeji diagnostice

e Popsat vySetiovaci metody pro toto onemocnéni pouzivané v mikrobiologic-

ké laboratofi FN Plzen

e Statisticky zpracovat vysledky vzorkd vySetfenych ve FN Plzen v letech

2018 a 2019 a ziskana data vyhodnotit

5 METODIKA

Data pouzita ke zpracovani praktické ¢asti bakalaiské prace byla ziskavdna po
dobu dvou let v laboratofi FN Plzen na pracovisti sérologie a parazitologie. Vysledky
byly zaznamenavany laboratofi a autorkou nasledné zpracovany pro tuto praci. Aby
vysledky vysetfeni mohly byt pouzity k vytvoreni této prace, musely byt nejdiive vy-
hodnoceny na zéklad¢ hodnot na pozitivni, hrani¢ni a negativni. V praci jsou zahrnuty
pouze pozitivni a hrani¢ni vysledky, negativni vysledky jsou zapocitdvany pouze do
poctu celkovych vysSetfeni a pouZitych materiali pro vySetfeni.

Vysledky metody ELISA byly vyjadieny ve formé indexu pozitivity, tzn. jako
Cisla udavajiciho pomér naméfené optické denzity k hodnoté cut-off. U kazdého vy-
sledku bylo ur€eno, zda dosahl pozitivni, hrani¢ni nebo negativni hodnoty. Negativni
hodnoty indext se pohybovaly od 0,000 az do 0,899, hrani¢ni hodnoty v rozsahu 0,900-
1,100 a pozitivni hodnoty nad 1,101. Metody WB a MBA byly hodnoceny slovné, ne-
bylo tedy potieba rozd€lovat vysledky podle ¢isel.
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6 VLASTNI PRAKTICKA CAST
6.1 Biologicky material pro vySetifeni

Materialy pouzivanymi v diagnostice lymeské borelidzy metodami ELISA, WB
a MBA ve FN Plzen byly sérum, punktat nebo likvor. Na zaklad¢ naro¢nosti odbéru ale
nejvetsi ¢ast materialu tvoii vySetfeni séra, dale pak likvor a nejméné punktat. Lékar pro
potvrzeni diagndézy muze indikovat i vySetfeni vice materialii zaroven a posoudit tak,
zda borelie pronikly do CNS (v ptipad¢ likvoru) ¢i do kloubt (napft. v ptipadé punkta-
tu).

6.2 Postup metody ELISA

Pro vySetfeni specifickych protilatek IgM a IgG se pouzivéa tzv. sandwichova
metoda (nekompetitivni), viz kapitola 2.1.1.1. Znaéenou protilatkou je zde zviteci imu-
noglobulinova frakce proti IgM nebo IgG protilatce, ktera je konjugovana kienovou
peroxidazou. Ke zvyraznéni peroxidazové aktivity se vyuziva substrat s TMD (tetrame-
thylbenzidin) — po jeho ptidani se v ptipad¢ pozitivity zméni zabarveni roztoku na mod-
rou barvu. Po inkubaci se do jamek ptid4 zastavovaci roztok a tim dochdzi ke zméné
barvy z modré na Zlutou. Mé&fi se intenzita tohoto zbarveni pomoci fotometru pifi vinové
délce 450 nm. Intenzita je ptimo umérna koncentraci specifickych IgM ¢i IgG protilatek
ve vzorku pacienta.

K vySetfeni IgM protilatek se pouziva kombinace rekombinantnich antigend
OspC, OspE, VISE, p17, p39, P41i (inertni flagellin).

K vysetfeni IgG protilatek se pouziva kombinace rekombinantnich antige-

nl VISE, OspA, OspB, OspC, OspE, p17, p39, p4li (inertni flagelin), p83a NapA.
6.2.1 Souprava k vyseti‘eni IgM a IgG protilatek

Souprava k vysetieni specifickych protilatek obsahuje:

e Potazenou mikrotitra¢ni desticku o 96 jamkach s navazanym rekombinant-
nim antigenem

e Negativni kontrolu 5 U/ml — neobsahuje specifické lidské protilatky

e CUT-OFF 20 U/ml — roztok se specifickymi lidskymi protilatkami v hrani¢ni
koncentraci

e Pozitivni kontrolu 200 U/ml — roztok se specifickymi lidskymi protilatkami
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e Konjugat — roztok se zvifecim imunoglobulinem proti lidskému IgM/IgG,
znaceny peroxidazou

e Redici roztok vzorki — pufr se stabilizatory bilkovin

e TMB substrat — jednoslozkovy substratovy roztok, ktery obsahuje
TMB/H,0,

e Promyvaci roztok — 20x koncentrovany roztok

e Zastavovaci roztok — roztok kyseliny
6.2.2 Vybaveni pro manualni provedeni testu

K provedeni testu manualné je potieba souprava pro vySetfeni specifickych pro-
tilatek, stejné jako u automatizované metody, ale navic je potieba: jedno a vicekanalové
pipety se Spickami na jedno pouziti, promyvaci zafizeni, stopky, termostat (na 37 °C)

a fotometr pro titra¢ni desticku (ELISA-reader).
6.2.3 Priprava reagencii

Pro pouziti n¢kterych reagencii je nutné tyto latky nejdiive natedit. Promyvaci
roztok se fedi v poméru 1:20, tedy 1 dil promyvaciho roztoku ku 19 dilim destilované
vody. V lahvi¢ce s roztokem je mozné vytvoifeni krystall. Pokud objevime pted pouzi-
tim krystaly v lahvi€ce, rozpustime je zahtatim lahvicky ve vodni lazni.

Kontroly, konjugét i TMB substrat pouzivané v testu se netedi, jsou jiz nafedéné

vyrobcem.
6.2.4 Redéni pacientskych vzorki

K fedéni vzorkl pacientli se pouziva fedici roztok obsahujici stabilizatory bilko-
vin. Jednotlivé fedici poméry pro vzorky séra, likvoru a punktatu ku fedicimu roztoku
jsou popsany v tabulce 3.

Tabulka 3: Redici poméry vzorkii pro ELISA metodu

Vzorek Pomér
Krevni sérum 1:101
Likvor 1:2
Synovialni tekutina (punktat) 1:21, 1:41

Zdroj: (TestLine, 2019)
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6.2.5 Postup

Pfed samotnym pouzitim vSech reagencii je nutné nechat tyto latky vytempero-
vat na laboratorni teplotu, po vytemperovani se museji vSechny reagencie dukladné
promichat.

Prvnim krokem je napipetovani kontrol a natedénych vzorkl podle schématu.
Do desticky se pipetuje tak, ze prvni jamka (A1) se ponecha prazdna jako blank, dale se
napipetuje do 1 jamky 100 pl negativni kontroly, do 2 jamek 100 ul CUT-OFF roztoku,
do dal$ich 2 jamek 100 ul pozitivni kontroly a na konec se v dubletu pipetuji pacientské
vzorky po natedéni do zbyvajicich volnych jamek.

Po napipetovani vSech reagencii a vzorku je dulezité prekryt desticku vickem ¢i
lepici folii a nechat inkubovat 30 minut v termostatu pfi teploté 37 °C.

Po inkubaci se odsaje nezreagovany obsah jamek a 5x se promyje pracovnim
promyvacim roztokem. Pro usnadnéni promyvéni se mize pouzit automat - promyvac-
ka. Po ditkkladném promyti je nutné vyklepat zbytky promyvaciho roztoku.

Do v$ech jamek mikrotitracni desti¢ky (mimo blank — jamku Al) se napipetuje
100 pl Konjugatu. Desti¢ka se znovu piekryje vickem a inkubuje v termostatu pii 37 °C.

Po uplynuti inkubace je nutné znovu obsah v jamkéch odsét, 5% promyt pracov-
nim promyvacim roztokem. Zbytky roztoku v desti¢ce se musi vyklepat.

Do vsech jamek se napipetuje 100 ul TMB substratu, desticka se prekryje vic-
kem a inkubuje se 15 minut opét v termostatu a temnu pii 37 °C.

Po uplynuti inkubace se zastavi reakce peroxidazy pfidanim 100 pl zastavovaci-
ho roztoku ve stejném potadi, jako byl ddvkovan TMB substrat.

Pipravena desticka (obrazek 10) se méfi na pristroji (fotometru) pti vinové dél-
ce 450 nm. MEfi se intenzita zbarveni roztokt ve srovnani s blankem do 30 minut po

pfidani zastavovaciho roztoku.
6.2.6 Vyhodnoceni vysledku

Jsou dany 2 mozné zpusoby, jak vyhodnotit vysledky testu: semikvantitativné
v indexech pozitivity, nebo kvantitativné v jednotkach U/ml. V mikrobiologické labora-
tofi FN Plzen se pouziva semikvantitativni hodnoceni v indexech pozitivity. Vysledky

se hodnoti jako pozitivni, hrani¢ni a negativni.
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Obrazek 10: Mikrotitracni desticka pouZita k mereni
ELISA
Zdroj: viastni

6.3 Postup metody Western Blot

Testovaci souprava pro vySeteni IgM a IgG protilatek pomoci WB testu obsahu-
je testovaci stripy, které jsou potazeny purifikovanymi antigeny — ty byly separovany
pomoci gelové elektroforézy. Prvnim krokem testu je inkubace nafedénych vzorka pa-
cientt (sérum, likvor, punktat) s imunoblotovymi stripy. Pokud je reakce pozitivni, spe-
cifické protilatky IgM nebo IgG se navazuji na odpovidajici antigeny stripu. Pro detekci
navazanych protilatek zachycenych na stripu slouzi druha inkubace s protilatkou proti
lidskym protilatkam IgM ¢i IgG, ktera je znacena enzymem schopnym vyvolat barev-
nou reakci na stripu.

6.3.1 Souprava pro vySetieni IgM a IgG protilatek

Souprava k vysetieni specifickych protilatek obsahuje:
e Testovaci stripy potazené antigeny
o Pro vySetfeni protilatek IgM se pouZivaji stripy potazené antigeny OspC
(Ba, Bb, Bg) p39, P41 a VISE.
o Pro vysetieni IgG protilatek se pouZzivaji stripy potazené antigeny VISE
(VISE Bg, VISE Bb, VISE Ba), OspC, p18, p19, p20, p21, p39, p58, p83,
LBa, LBb.
e Pozitivni kontrola — 50% koncentrovana; obsahuje lidské IgM/1gG
e Enzymovy konjugat — 10x koncentrovany; obsahuje alkalickou fosfatazu,

ktera je znaCena anti-lidskym IgM/IgG
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e Univerzalni pufr — 10x koncentrovany roztok

e Substratovy roztok — roztok NBT/BCIP, ktery je pfipraven k pouziti
6.3.2 Priprava reagencii

Pted provedenim testu se musi reagencie nechat 30 minut vytemperovat na labo-
ratorni teplotu. Dilezité je pied pouzitim kazdou reagencii promichat.

Univerzalni pufr je 10x koncentrovany: fedi se v pom¢éru 1:10 destilovanou vo-
dou. Kontrola je 50x koncentrovana: pro ptipravu pozadovaného mnozstvi kontroly se
fedi v poméru 1:51 univerzalnim pufrem. Enzymovy konjugét je 10x koncentrovany:
pro ptipravu pozadovaného mnozstvi se fedi v poméru 1:10 s nafedénym Univerzalnim
pufrem. PotaZené testovaci stripy i1 substratovy roztok jsou pfipraveny k pouziti bez

jakékoliv upravy.
6.3.3 Redéni pacientskych vzorki

Ke stanoveni pfitomnosti specifickych protilatek se nejcastéji vyuziva sérum,
likvor nebo punktat. Pacientské vzorky jsou fedény v poméru 1:51 s nafedénym univer-

zalnim pufrem.
6.3.4 Postup

Ptipravené testovaci stripy se umisti do prazdného zldbku vanicky. Inkubacni
zlabky se naplni podle poctu vzorkl séra 1,5 ml nafedéného univerzalniho pufru. Inku-
buje se 15 minut na tfepacce pii laboratorni teploté. Po inkubaci se ze zlabkl odsaje
veskera tekutina.

Kazdy Zlabek se naplni 1,5 ml nafedéného pacientského vzorku a inkubuje se pfi
laboratorni teploté na tfepacce po dobu 30 minut. Po této inkubaci se odsaje kapalina
z kazdého zlabku. Nasleduje 3x promyvani zlabku po 5 minutach 1,5 ml univerzalniho
pufru za stalého tfepani na tfepacce.

Do kazdého zlabku se napipetuje 1,5 ml fedén¢ho enzymového konjugatu a in-
kubuje se pfi laboratorni teploté na tfepacce po dobu 30 minut. Po uplynuti inkubace se
znovu odsaje vSechna tekutina ze zlabkl a promyje se 3x po 5 minutach 1,5 ml univer-
zalnim pufrem za stalého tfepani na tfepacce.

Do kazdého zlabku se napipetuje 1,5 ml substratového roztoku a inkubuje se na
tiepacce pii laboratorni teploté po dobu 10 minut. Po inkubaci se odsaje veskera tekuti-

na ze zlabku a zlabky se promyji 3% po dobu 1 minuty destilovanou vodou.
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6.3.5 Vyhodnoceni vysledku

Po dokonceni promyvani se testovaci stripy premisti na vyhodnocovaci protokol
a vyhodnocuji se podle zbarveni testovacich stripti (obrazek 11). Pro vyhodnoceni se

pouziva specialni software.

Obrazek 11: Vyhodnocovaci protokol WB
Zdroj: viastni

6.4 Postup metody Microblot-Array

Souprava pro testovani pomoci Microblot-Array je zaloZena na principu imuno-
blotu podobnému WB, ale test je preveden do formatu mikrotitraéni desticky. Rekom-
binantni antigeny jsou naneseny formou spott (mikrotec¢ek) na nitrocelulézovou mem-
branu na dn¢ jamky desticky. Béhem testu dochéazi k navazani specifickych protilatek ze
vzorku na piislusné antigeny. Dalsi postup je podobny ELISA testu, ale reakce se zasta-
vuje pridanim destilované vody. Intenzita zbarveni antigennich spotli je méfena pomoci
specialniho readeru a softwaru.

Tuto metodu zavedla mikrobiologicka laboratof FN Plzen od 8. 3. 2019 nahra-
dou za metodu WB z duvodu vétsi specifity pro vysetfeni lymeské borelidzy, vyssiho
poctu pouzitych antigentl, piisnéjSich hodnoticich kritérii (pozadovéano klinickymi 1éka-

1) a moznosti zpracovani metody na analyzatoru pro ELISA metody.
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6.4.1 Souprava pro vySetieni specifickych IgM a IgG protilatek

Souprava pro vySetieni specifickych protilatek obsahuje:
e Desticka s nanesenymi rekombinantnimi antigeny
o Pro vySetieni protilatek IgM 1 IgG se pouzivaji stripy potazené témito
antigeny: VISE (VISE Bg, VISE Bb, VISE Ba), OspB, OspA (OspA
Ba, OspA Bg, OspA Bs), OspC (OspC Ba, OspC Bg, OspC Bs, OspC
Bsp), OspE, NapA, OmpA, Asp62, pl7, p39, p4l (p4l Ba, p4l Bs),
p44, p58, p83.
e Pozitivni kontrola — roztok se specifickymi protilatkami
e Konjugat — roztok se zvifecim imunoglobulinem znacenym alkalickou fosfa-
tazou
e Substratovy roztok — pufr s BCIP/NBT
e Univerzalni roztok — pufr pouzivany k fedéni vzorkd a promyvani testova-
cich stripti
Dal$im vybavenim pro provedeni testu jsou jedno a vicekandlové pipety se Spic-
kami pro jednorazové pouziti, stopky, zkumavky pro fedéni vzorkt, promyvacka, desti-
lovana voda, odsavaci zatizeni, Microblot-Array reader a PC s vyhodnocovacim soft-
warem.
Vsechny pouzité reagencie jsou jiz nafedéné od vyrobce, fedi se pouze pacient-

ské vzorky pouzité k analyze.
6.4.2 Redéni pacientskych vzorkii

Vzorky krevniho séra, likvoru a punktatu se po dikladném promichani fedi uni-
verzalnim roztokem v pomeérech, viz tabulka 4.

Tabulka 4: Redici poméry vzorkii pro Microblot-Array metodu

Vzorek Pomér
Krevni sérum 1:51
Likvor 1:3
Synovialni tekutina (punktat) 1:17,5

Zdroj: (TestLine, 2017)
6.4.3 Postup

Pted pouzitim vSech reagencii je nutné nechat tyto latky vytemperovat alespon

60 minut pfi laboratorni teploté. Desti¢ka se sklada ze 12 oddélitelnych testovacich stri-
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pu, které se voli podle poctu vzorkl. Pozitivni kontrola se pouzivad pouze v ptipad¢ va-
lidace stanoveni.

Do kazdé jamky se napipetuje 150 pl univerzéalniho roztoku a necha se smacet
10 minut pfi laboratorni teploté. Po 10 minutach se odsaje z jamek univerzalni roztok
a napipetuje se 100 ul nafedénych pacientskych vzorka do kazdé jamky. Inkubuje se 30
minut pii laboratorni teploté.

Natedéné vzorky se odsaji a jamky se proplachnou univerzalnim roztokem, déle
se jamky 3% promyji 150 pl univerzalniho roztoku po dobu 5 minut. Po promyti jamek
se do kazdé inkubaéni jamky napipetuje 100 ul konjugatu a necha se inkubovat pii labo-
ratorni teploté po dobu 30 minut. Po inkubaci se roztok konjugatu odsaje z jamek a ty se
proplachnou univerzalnim roztokem. Jamky se 3% promyji 150 pl univerzalniho roztoku
po dobu 5 minut.

Do kazdé¢ inkubaéni jamky se napipetuje 100 ul substratového roztoku a inkubu-
je se po dobu 15 minut pfi laboratorni teploté. Po inkubaci se substratovy roztok odsaje
z jamek a jamky se proplachnou destilovanou vodou. Jamky se 2x promyji 200 pl desti-
lované vody po dobu 5 minut.

Po poslednim promyti se necha desticka vysusit na vzduchu po dobu minimalné

90 minut, tato doba lze ale zkratit pouzitim termostatu (37 °C) na 60 minut.
6.4.4 Vyhodnoceni vysledku

Vyhodnoceni vysledkli probihd pomoci Microblot-Array readeru a specidlniho
vyhodnocovaciho softwaru. Vysledky se mohou, stejné jako vysledky ELISA, udavat
Vv jednotkach (U/ml), pomoci indexu pozitivity, ale pro vyhodnoceni MBA Ize pouzit

I vyhodnoceni intenzity spotu.
6.5 Vysledky

Vysledky pouzité v této bakalaiské praci pochazeji z mikrobiologické laboratoie
FN Plzen a byly ziskany v letech 2018 a 2019. V grafech pozitivnich vysledkt IgM
a IgG protilatek jsou zachyceny i vysledky hrani¢ni.

6.5.1 Nejpouzivanéjsi biologické materialy 2018 a 2019

Obecné je pro diagnostiku LB nejvice zastoupeno vySetieni séra diky snadnéj-
Simu ziskani vzorku krve, na rozdil od likvoru a punktatu. Ve FN Plzen se v letech 2018

a 2019 provadélo nejvice vySetieni ze séra, které tvoti 77 % vSech vySetfenych materia-
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1t. Od roku 2018 do roku 2019 bylo provedeno 7 469 vysetieni protilatek ze séra. Dal-
Sich 20 % tvoii vysetieni z likvoru, kterych bylo v letech 2018-2019 provedeno 1 920.
Nejméné vysSetfovanym materidlem je punktat (synovidlni tekutina), ktery zaujima pou-
ze 3 % vsech vysetfenych materiala (viz graf 2).
Graf 2: Nejpouzivanéjsi materialy ve FN Plzen v letech 2018-2019
Nejpouzivanéjsi materialy v
letech 2018 a 2019

3%

® KREVNI SERUM
® LIKVOR
B PUNKTAT

Zdroj: vlastni

6.5.2 Vysledky ELISA IgM v letech 2018 a 2019

V roce 2018 bylo provedeno 1 775 vySetieni IgM protilatek pomoci ELISA tes-
tu, z toho bylo 11 % zaznamenanych vysledkt pozitivnich. Nejvice pozitivnich vysled-
ki se zachytilo v ¢ervenci, kdy pozitivni test ELISA byl zjistén u 14 % vySetieni (viz
graf 3). Z grafu 3 je zfetelné, Ze nejvice pozitivnich vysledki bylo zachyceno v ¢ervenci

a jejich pocet postupné klesal az do prosince. Nejméné zachyt bylo v bieznu a dubnu.
Graf 3: Vysetreni IgM protildtek metodou ELISA - rok 2018

ELISA vySetieni IgM - 2018

15 B pozitivni

10 + ® hrani¢ni

Zdroj: vlastni
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V roce 2019 bylo provedeno 1 471 vysetieni IgM protilatek testem ELISA, z to-
ho bylo 10 % zaznamenanych vysledkl pozitivnich. Nejvice pozitivnich vysledkt bylo
zachyceno Vv srpnu, kdy pozitivni ELISA test byl zaznamenan u 13 % vysetteni (viz graf
4). Z grafu 4 je ziejmé, Ze nejvyssi zachyt pozitivnich vysledki byl zjistén od ¢ervna do
fijna. Nejmén¢ zachytt bylo v unoru, bieznu, dale pak v listopadu.

Graf 4: Vysetreni IgM protildatek metodou ELISA - rok 2019

ELISA vySetreni IgM - 2019
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6.5.3 Vysledky ELISA 1gG v letech 2018 a 2019

V roce 2018 bylo provedeno 1 775 vysetieni IgG protilatek, z toho bylo 18 %
vysledku pozitivnich. Nejvice pozitivnich vysledkt se zachytilo v rozmezi od kvétna do

listopadu s maximy v Cervnu, zafi a fijnu, kdy bylo v kazdém mésici nalezeno 23 %

Graf 5: Vysetreni IgG protilatek metodou ELISA - rok 2018
ELISA vySetieni IgG - 2018
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V roce 2019 bylo provedeno 1 471 vysetfeni IgG protilatek ELISA testem,
z toho bylo zaznamenano 21 % vysledkt pozitivnich. Nejvice pozitivnich vysledki bylo
zachyceno od kvétna do fijna s maximem v Cervenci, kdy byl pozitivni ELISA test

u 23 % vysledkt, naopak v listopadu byl zachycen jeden pozitivni vysledek (viz graf 6).
Graf 6: Vysetreni IgG protilatek metodou ELISA - rok 2019

ELISA vySetreni IgG - 2019
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6.5.4 Vysledky WB/MBA IgM v letech 2018 a 2019

V roce 2018 bylo pomoci testu Western Blot provedeno 647 vySetteni IgM pro-
tilatek, z toho bylo zaznamenano 24 % vysledkt pozitivnich. Nejvice jich bylo zachy-
ceno od kvétna do listopadu s maximem v zaii, naopak nejméné jich bylo v bfeznu
a dubnu (viz graf 7).

Graf 7: Vysetreni IgM protilatek metodou WB - rok 2018
WB vysetreni IgM - 2018
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Od 8. 3. 2019 vysettuje mikrobiologicka laboratoi FN Plzen protilatky proti LB
metodou Microblot-Array (MBA) misto metody WB. V roce 2019 bylo provedeno cel-
kem 433 vysetteni ve tfid¢ IgM, z toho 64 vysetfeni metodou WB a 369 vysetfeni me-
todou MBA. Bylo zachyceno 18 % pozitivnich vysledkli s maximem v zafi. V fijnu
pievazovaly hrani¢ni vysledky testu nad pozitivnimi a vV kvétnu se neobjevil dokonce

zadny pozitivni vysledek, pouze hrani¢ni (viz graf 8).

Graf 8: Vysetreni IgM protildatek metodou WB a MBA - rok 2019

WB/MBA vySetreni IgM - 2019
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6.5.5 Vysledky WB/MBA 1gG v letech 2018 a 2019

V roce 2018 bylo provedeno 647 vysetieni IgG protilatek WB testem, z toho by-
lo zaznamenano 47 % vysledkt pozitivnich. V tomto roce nebyly zjistény Zadné hranic-
ni vysledky, proto v grafu chybi. Nejvice pozitivnich vySetieni bylo zachyceno v zafi,
kdy se zaznamenalo 63 % pozitivnich vysledkd (viz graf 9). VySetieni ma pyramidovy
charakter od kvétna do listopadu.

V roce 2019 piesla mikrobiologicka laboratoif FN Plzen z metody WB na MBA
metodu. Od ledna do bifezna bylo provedeno 64 vySetfeni na protilatky IgG metodou
WB, od bfezna do prosince bylo metodou MBA provedeno 368 vySetieni, celkem tedy
432 vysetteni, z toho se zachytilo 39 % pozitivnich vysledkt. Nejvice jich bylo v lednu,
kdy se zaznamenalo 45 % pozitivnich piipadi a v ¢ervnu, kdy se zachytilo 41 % pozi-

tivnich ptipadi (viz graf 10).
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Graf 9: Vysetreni IgG protildatek metodou WB - rok 2018

WB vySetreni IgG - 2018
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Zdroj: viastni

Graf 10: Vysetieni IgG protilatek metodou WB a MBA - rok 2019
WB/MBA vySetreni IgG - 2019
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6.6 Srovnani vysledki metody ELISA v letech 2018-2019

6.6.1 IgM protilatky

V roce 2018 bylo zachyceno téméf o pétinu vice pozitivnich vysledkii nez v roce
2019, 1 pfes to jsou si kiivky velmi podobné. Sezona zachytu pozitivnich vysledkt je
Vv rozmezi kvétna az fijna, maly vzestup je pak i v zimnich mésicich.

Podil pozitivnich vysledki na rocnim poctu vySetfeni nevykazuje vyznamny
rozdil. V roce 2018 ¢inil tento podil 11 %, v roce 2019 ¢inil 10 %. Tento podil se nelisi
ani u mésict s maximalnimi zachyty, ktery v roce 2018 dosahoval v mésici Cervenci

14 % a v roce 2019 v mésici srpnu 13 %.
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Graf 11: Srovnani pozitivnich vysledkit ELISA IgM 2018-2019
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6.6.2

Vyrazné zmény nebyly zjistény ani u IgG protilatek vysetfenych metodou ELI-
SA. V roce 2018 i 2019 bylo zachyceno nejvice pozitivnich vysledkt od kvétna do fijna
(viz graf 12). V roce 2018 byla maxima dosazena v ¢ervnu, zaii a fijnu, v roce 2019

v ¢ervenci. Podil pozitivnich vysledkii na roénim poctu vySetfeni byl v obou letech

shodny a €inil 23 %.

45
40
35
30
25
20
15
10

5

0

Graf 12: Srovnani pozitivnich vysledkit ELISA IgG 2018-2019
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6.7 Srovnani vysledki WB /MBA v letech 2018-2019

6.7.1 IgM protilatky

Od ledna roku 2018 pocty pozitivnich vysledkt klesaly az do dubna, v kvétnu se
pocet prudce zvysil a nejvice pozitivnich vysledkli bylo zaznamenano V letnich mési-
cich, maximum dokonce Vv zafi. Celkové¢ podil pozitivnich vysledkd na pocétu vySetieni
¢inil 24 %. Vysetieni byla provadéna metodou WB.

V roce 2019 rovnéz pocty pozitivnich vysledki klesaly az do kvétna, ve kterém
nebyl zachycen zadny pozitivni vysledek. Nejvétsi pocet zachyceny v roce 2019 byl
také v zafi. Podil pozitivnich vysledkil na poctu vySetfeni byl o néco nizsi, ¢inil 18 %

(viz graf 13). VySetieni byla provadéna metodou MBA od biezna.
6.7.2 1IgG protilatky

Od kvétna roku 2018 stoupal pocet pozitivnich vysledkt az do zati, kdy byl za-
znamenan nejvetsi pocet pripadi, ktery ¢inil 63 %. Od zafi hodnoty opét klesaly. Ve
srovnani s rokem 2018 jsou rozdily mezi jednotlivymi mésici v roce 2019 setfeny
a ktivka nevykazuje tak rozkolisany charakter. Také vyskyt maxim pozitivnich vysled-
ka je odlisny. Nejvice jich bylo zachyceno v mésici lednu, kdy dosahovaly 45 %
a v ¢ervnu, kdy dosahovaly 41 %. Nejmén¢ jich bylo zachyceno v listopadu (viz graf
14)

Graf 13: Srovnani pozitivnich vysledkit WB/MBA 1gM 2018-2019
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Graf 14: Srovnani pozitivnich vysledkit WBIMBA 1gG 2018-2019
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DISKUZE

Cilem prace bylo ziskat piehled o onemocnéni LB a jeji diagnostice (teoreticka
¢ast), popsat vysetfovaci metody pouzivané v mikrobiologické laboratoii FN Plzen
a statisticky zpracovat a vyhodnotit data ziskana v letech 2018-2019 (prakticka cast).

Vysledky ziskané zpracovanim dat z vySetfeni protilatek IgM a IgG v Plzenské
nemocnici v letech 2018-2019 vykazuji pokles jak absolutniho poctu vySetieni, tak po-
¢tu pozitivnich vysledkd.

V roce 2018 bylo provedeno 1 775 vysetieni protilatek proti lymeské borelioze
metodou ELISA, v roce 2019 pouze 1 471 vysetieni, tedy o 17 % méné. Divod snizeni
poctu pozadovanych vySetieni ze strany Zadatelll nelze jednoznacné urcit - pravdépo-
dobng k Iékartim dorazilo méné pacientd, u nichz by bylo potieba toto vysetieni provést.
Aktivita klistat v roce 2019 mohla byt diky napt. susSimu pocasi nizsi a mén¢ osob tak
vykazovalo pfiznaky boreliové infekce.

U konfirmaéni metody (WB, MBA) bylo v roce 2018 provedeno 647 vysetieni,
Vv roce 2019 pouze 432 vySetieni, tedy o 33 % méné. V roce 2018 byla vSechna vySette-
ni provedena metodou WB, v roce 2019 byla ptfevazna ¢ast provedena metodou MBA
(vysetfeni metodou WB probihalo pouze v lednu, tinoru a prvni tyden v bieznu). Dle
doporudeni Ceské infektologické spole¢nosti zménila v roce 2019 mikrobiologicka la-
boratof FN Plzen postup u konfirmaéni metody — v roce 2018 byla provedena vSechna
pozadovana vysetieni bez ohledu na vysledek metody ELISA, v roce 2019 byla prove-
dena pouze u pozitivnich a hrani¢nich vysledkli ziskanych metodou ELISA — i diky
tomu mohl byt pocet vySetfeni v roce 2019 nizsi.

Podily pozitivnich vysledkd u metody ELISA (IgM i IgG) byly v obou letech
podobné — podily u protilatek IgM 11 % a 10 %, u protilatek IgG 18 % a 21 %. U kon-
firma¢ni metody uz se podily pozitivnich vysledku lisily vice — podily u protilatek IgM
24 % a 18 %, u protilatek IgG 47 % a 39 %. Nizsi podil pozitivnich vysledki konfir-
macni metody v roce 2019 oproti roku piedeslému mohl byt zpisoben i tim, ze nova
metoda MBA ma ptisnéjsi hodnotici kritéria.

Dalsi pti¢inou nizSiho poctu absolutnich 1 pozitivnich vysledkt mize byt i to, ze
se lidé dozvidaji o povaze této nemoci, jeji schopnosti pfechézet do chronicity a napadat
celé systémy organt. Lidé vice dbaji na prevenci, i kdyZ ta zahrnuje pouze ochranu,
nikoliv ockovani. Nejedna se o jediné onemocnéni prenaSené klistaty, ale pfesto patii

LB mezi onemocnéni, kterd nejsou tak snadno diagnostikovatelna a 1écitelna tak, jako
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nékterd bézné se vyskytujici onemocnéni. Prave z tohoto diivodu je mozné, Ze lidé be-
rou na védomi tuto skute¢nost, nebot’ prevence pred timto onemocnénim je velmi dile-
zitou a jedinou moZznosti profylaxe.

Diivodem poklesu pozitivnich pfipadii miize byt i absence pfiznaka u pacientl
v akutni fazi infekce. V tomto ptipadé zalezi na individualité organismu, jak a jestli se
akutni pfiznaky vibec projevi, a také jestli je pacient nepiehlizi a dostavi se k lékafi.
U nékterych jedincii mize dojit k diagnostice tohoto onemocnéni az v chronické fazi
infekce, kdy uz borelie osidluji rizné organy a zpusobuji pozdni obtize. V této fazi in-
fekce jsou diagnostikovany hlavné protilatky IgG, u kterych byl zaznamenan vétsi pocet
pozitivnich vysledkt v obou letech, nez u vySetfeni protilatek IgM. Na zakladé toho
tedy mlzeme fici, Ze vétSina pacientl je s ohledem na vyssi pocet pozitivnich ptipadi
protilatek IgG diagnostikovana spiSe v pozdni fazi infekce.

Vysledky ELISA metody mohou byt vyhodnoceny i jako tzv. hrani¢ni hodnoty.
U téchto hodnot se index pozitivity pohybuje mezi 0,900-1,100. Nelze tedy presné fici,
zda je vysledek spiSe pozitivni nebo spiSe negativni. V tomto piipadé (i v piipadech
ostatnich), je nutné vysledek vySetfeni posoudit ve vztahu ke klinickému stavu pacienta
a pfitomnym pfiznakim onemocnéni, piipadné zvolit vySetfeni jiného biologického
materialu (napf. likvor nebo punktat) nebo opakovat vySetieni s odstupem znovu.

Dtlezité je si uvédomit, Ze vysledky ziskané, zpracované a hodnocené v této
préci pochazi pouze z Plzné a jejiho okoli, tedy oblasti Plzeniského kraje. Neznamena to
tedy, ze doslo k poklesu pozitivnich piipadii v celé Ceské republice. K tomuto zavéru
by bylo zapotiebi ziskat data o pozitivnich vysledcich ze vSech krajii a teprve poté
zhodnotit dynamiku onemocnéni (tedy nartist a pokles pozitivity) na tizemi celé CR.

Ziskana data nas informuji o poc¢tu pozitivnich vysledki protilatek LB u pacien-
ta v letech 2018-2019. Srovnanim vysledkd z tohoto obdobi muiizeme zjistit, zda se
onemocnéni objevuje v populaci vice ¢i méné. Nelze opominout vyznam prevence — ta

je totiz jedinym moznym feSenim v pfedchazeni tomuto onemocnéni.
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ZAVER

Lymeska borelioza je jednim z onemocnéni, na které stale neexistuje vakcinacni
latka a jedinou moznou prevenci tak je ochrana pred klistaty. Z tohoto divodu jsou
kazdoro¢né diagnostikovany stovky (v celé republice tisice) nemocnych pacientd ve
fazi akutni ¢i chronické boreliozy. U nékterych pacientli nemusi mit toto onemocnéni
v akutni fazi vyrazné ptiznaky jako naptiklad erythema migrans. Piiznaky se mohou
objevit az v dal§im pribéhu onemocnéni, kdy uz se borelie usidli napfiklad v kloubech
nebo centralni nervové soustave. Hraje zde roli individualita kazdého organismu - jak
a zdali se viibec projevi pfiznaky onemocnéni v akutni fazi. Jedna se také o onemocné-
ni, které neni tak snadno 1é¢itelné. Etiologickym agens jsou bakterie, 1é¢i se tedy antibi-
otiky — nazory na davkovani a dobu podavani antibiotik ale nejsou jednotné. Na klinice
v Némecku se specializuji na 1é¢bu téchto onemocnéni podavanim vysokych a drahych
davek antibiotik pacientim po dobu delsi nez tfi tydny, coz je v rozporu s postupem

uznavanym v Ceské republice.
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