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Abstrakt

Tématem této bakalaiské prace je zpracovani problematiky lymeské boreliozy.

Onemocnéni lymeské borelidzy je rozsiteno po celém svéte. Plivodcem jsou rtizné
druhy borelii dle geografického vyskytu. Je to onemocnéni, jehoz pienase¢em na nasem
uzemi je hlavné klisté rodu Ixodes ricinus (v jinych oblastech svéta jsou to 1 jiné druhy).
Vyskytuji se ve vlhkém prostiedi, naptiklad v lese nebo ve vysoké travé. Z toho
vyplyva, Ze vice ohrozeni jsou lid¢, ktefi se v téchto lokalitach vice vyskytuji. Jako jsou

prikladné lesnici, ale i déti, které v piirod¢€ travi vice volného ¢asu.

Lymeskou boreliozu mizeme rozde€lit dle pozorovanych ptiznakii na tfi stadia:
Casn¢ lokalizované, diseminované a pozdni perzistentni stddium. Jako prvotnim
priznakem boreliozy je nejcastéji uvadéna tvorba erythema migrans (EM). EM je
vytvofeni ovalné naCervenalé skvrny na kiizi, v misté kde bylo prisaté klisté, ktera mize
postupem Casu samovolné¢ vymizet. Jako dalSi pfiznaky se daji uvést: boreliovy
lymfocytom, konjuktivitida, neuroborelidéza, lymeska karditida a mnoho dalSich. Proto
pokud jdeme do oblasti, které jsou typickd pro vyskyt klistat, je dobré vyuzit

doporucovanych preventivnich opatfeni pred ptisatim téchto roztocu.

K 1é¢be¢ lymeské borelidzy se vyuzivaji antibiotika, které jsou podany pacientovi az
po zjiSténi onemocnéni LB. K antibiotické 1é¢bé se pouzivaji hlavné: cefalosporiny,
makrolidy, tetracykliny nebo peniciliny. Vzdycky zalezi na tom, v jakém stadiu

antibiotika poddvame i na tom, zda pacient ma typické klinické ptiznaky LB.

Pro laboratorni diagnostiku lymeské borelidozy se vyuZivaji pfimé a nepiimé
metody. Mezi piimé diagnostické metody se fadi kultivace borélii, hybridizace,
imunoelektronova mikroskopie a metoda PCR (polymeridzovéa tetézova reakce) na
prikaz boreliové DNA. Dnes je ztéchto metod prevazné vyuzivdna metoda PCR.

Z neptimych diagnostickych metod se vyuZiva nepiimé imunofluorescence, Western



blot (WB) a ELISA testu (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Pomoci téchto
metod se stanovuji prfedevs§im specifické protilatky tfidy IgM a IgG.

Cilem této prace bylo vySetfit vzorky pacientll na lymeskou borelidézu pomoci
metody ELISA testu a Western blotu, otestovat tyto metody a nésledné zhodnotit jejich
vysledky. Jednotlivé vzorky sér, likvort a punktatii ke zpracovani mi byly poskytnuty
ve Fakultni nemocnici v Plzni na odd¢€leni sérologie a parazitologie. Pied vysetienim se

musi vzorky zfedit.

K metod¢ ELISA jsem vyuzila ptistroj od firmy Dynex, DSX — automatizovany
ELISA systém. Kterym se ve vzorcich stanovuji protilatky tfidy IgM a IgG. Jde o
ptistroj, kde béhem jednoho méteni je mozné vysettit od pacienti az 96 vzorkl. Vyuzila
jsem i moznost, vyzkouset si sama rucni stanoveni ELISA testu, ktery se dnes moc
nevyuzivam, predevSim pii veétSim objemu piijatych vzorkd. Pro dal§i vySetieni
protilatek IgM a IgG, jsem vyuzila Western blotu a to pomoci komeréni sady na rucni

stanoveni.

Celkem jsem vysetfila v testu ELISA 90 vzorka v tfidé IgM, kde vySly 4 hrani¢ni a
4 pozitivni vzorky od pacientil. Stejnych 90 vzorkl jsem vySetiila stejnou metodou i ve

tiide€ IgG, kde vysly 4 pozitivni vzorky.

Dale pak metodou Western blot bylo vysetfeno 98 vzorkt. V tiid¢ IgM vyslo 5
hrani¢nich a 18 pozitivnich vzorkt, v tfidé IgG oproti tomu vySlo 5 hrani¢nich a 30

pozitivnich vzorkd.

Poté musi odborny lékat zhodnotit vysledky sérologickych testi a klinickych
pfiznakli a postupovat tak, aby potvrdil lymeskou boreliozu a vyloucil jind mozna

onemocnéni.

Kli¢ova slova: Lymeska borelioza, borrelia, ELISA, Western blot



Abstract

This bachelor thesis deals with Lyme borreliosis (Lyme disease).

Lyme disease has a worldwide distribution. It is caused by several species of the
Borrelia bacteria that vary according to geographic occurrence. In our country, this
disease is transmitted, above all, by hard ticks of the genus Ixodes ricinus (Other genera
are prevalent in other parts of the world.). These ticks are present in a wet environment,
e.g. in the woods or in high grass. This poses a higher risk for people who stay or work
in similar sites; i.e. lumberjacks, but also for children who spend their free time in the

great outdoors.

According to symptoms Lyme disease can be divided into three stages: stage 1 is
called early localized Lyme borreliosis, stage 2 is called early disseminated Lyme
disease, and stage 3 is called late disseminated, or persistent Lyme disease. The most
frequently reported typical early sign is a rash called erythema migrans (EM). EM is an
oval reddish skin eruption created at the site of the tick bite; this skin condition may
gradually disappear. Other symptoms are: borrelial lymphocytoma, conjunctivitis,
neuroborreliosis, Lyme carditis, etc. Therefore, generally recommended preventive
measures should be used before each trip to an area infested with ticks in order to avoid

contact with the ticks.

Lyme disease is treated with antibiotics that are administered to a patient upon
confirmation of the disease. As a rule the following antibiotics are prescribed:
cephalosporin, macrolide, tetracycline or penicillin, depending on at what stage of the
disease medication is prescribed and whether the patient shows typical Lyme disease

symptoms.

Laboratory diagnostics of Lyme disease relies on direct and indirect methods. The
direct methods include: cultivation of Borrelia, hybridization, immunoelectron
microscopy, and the PCR method (polymerase chain reaction) applied to prove the
presence of borrelial DNA. Of all the methods, PCR is most often the method of choice.

The indirect diagnostic methods are: indirect immunofluorescence, Western blot (WB)



and ELISA tests (enzyme linked Immunosorbent Assay). These methods are used

mainly to establish specific antibodies of the class I[gM and IgG.

The aim of this thesis was to analyze patients’ samples for the presence of Lyme
disease by means of the ELISA test and the Western blot, to test these methods, and to
evaluate their results. The individual samples of serums, liquors and punctuates to be
analyzed were provided by the Teaching Hospital in Pilsen, specifically by the
Department of Serology and Parasitology. The samples must be diluted before

examination.

The method ELISA involved the use of a device manufactured by Dynex, DSX (an
automated ELISA system). This device determines IgM and IgG antibodies in samples
and facilitates analysis of up to 96 patient samples during a single measurement. The
author of this thesis used this opportunity to try the manual determination of the ELISA
test whose use is rather infrequent, especially in situations where a large number of
samples need analyzing. The further examination of the IgM and IgG antibodies was
accomplished with a Western blot, specifically by means of a commercial set for manual

determination.

The author applied the ELISA test to a total of 90 samples in the IgM class. 4
samples were borderline and 4 were positive. The same method was used to analyze the

same 90 samples in the IgG class where 4 samples were positive.

The Western blot method was used to examine 98 samples. The IgM class was
borderline in 5 samples and positive in 18 samples. The IgG class was borderline in 5

samples and positive in 30 samples.

Following laboratory examination the results of serological tests and clinical
symptoms must be considered by a physician who suggests a suitable method to prove

Lyme disease and exclude others.
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Seznam pouzitych zkratek

ACA- acrodermatitis chronica atrophicans
Ab - protilatka

Ag — antigen

ANA — antinuklearni protilatky

BSK - Barboura-Stoennera-Kellyho

bb. - buiiky

Bbsl — Borrelia burgdorferi sensu lato
CNS — centralni nervovy systém

CDCP — Centrum pro kontrolu a prevenci nemoci
CR — Ceska republika

DNA — deoxyribonukleové kyselina

ECM - erythema chronicum migrans

EM — erythema migrans

ELISA — Enzym Linked Immunosorbent Assay (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay)

EIA — enzymoimunoanalyza

IS — imunitni systém

Ig — imunoglobulin

LB - lymeska borelioza

NaHCO; — hydrogenuhli¢itan sodny

NRL — Nérodni referencni laboratot

NS — nervovy systém

Osp — outer surface protein

PCR — polymerazova fetézova reakce (Polymerase-chain reaction)
PNS — periferni nervovy systém

TMB — tetrametylbenzidin



tzv. — tak zvany

WB — Western blot



Uvod

Jednim z divodd, pro¢ jsem si vybrala téma mé bakaldiské prace o lymeské
borelioze je, ze ¢lovek v mé blizkosti ranym stddiem LB proSel. Také proto, Ze

problematika tohoto onemocnéni je stale aktualni t¢éma v odborné i laické vetejnosti.

Lymeska borelidza je multisystémové onemocnéni, které postihuje kizi, centralni
nervovy systém, srdce a mnoho dalSich organd. Lymeska borelidza se dle ptiznakt da
rozdélit do tfi stadii na Casné lokalizovanou, diseminovanou a pozdni perzistentni.
Bohuzel vzdy nemusi dojit k rozvoji pocatecnich ptfiznaki a proto je potiebnad ke
konecné¢ diagndze laboratorni diagnostika. Zptsob diagnostiky borelidzy je zaloZen
predevsim na sérologickych metodach (ELISA, Western blot), ale prokazuje se i
metodami jinymi. Postup 1é€by u borelidzy musi stanovit 1¢kat, dle lokalizace nemoci a

stadia. K terapii se vyuzivaji antibiotika.

Vakcinace proti LB zatim neni moZna, protoze dodnes neexistuje ucinna vakcina. Je

tedy vhodné dodrzovat preventivni opatfeni proti prisati klistcte.
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1 Soucasny stav

1.1 Historie
1.1.1 Lymeska boreliéza ve svété

V roce 1883 byly popsany zmény na kizi, tehdy oznaceny jako ,,difuzni idiopaticka
kozni atrofie®, dnes znadmd jako acrodermatitis chronica atrophicans (ACA). Popsany

byly némeckym lékafem Alfredem Buchwaldem. (3,10)

Pozdé&ji byly dokumentovany dalsi ptipady ACA Karlem Herxheimerem a Kuno
Hartmannem. (24) V roce 1909 Arvid Afzelius, dermatolog pochazejici ze Svédska,
popsal migrujici erytém po piisati klistéte. O par let pozdé€ji pozoroval zmény na kizi
dnes oznaCovany jako boreliovy lymfocytom.(3,24) Pojem boreliovy lymfocytom
vzeSel od H. Bibersteina roku 1923 a v roce 1943 od B. Béfverstadta dostal nazev

lymfadenosis cutis benigna. (10)

Jako rozsifujici se erytém, nazyvané erythema chronicum migrans (ECM) popsal

v roce 1913 dermatolog z Rakouska Benjamin Lipschiitz. (3, 10, 24)

O osm let pozdéji, dermatolog Jessner spojil moznost vyskytu ACA spolu
s kloubnim poskozenim. (3) Nasledujici rok Ch. Garin a Ch. Bujadoux, francouzsti
neurologové, vyslovili prvni zminku o poSkozeni nervové soustavy, piipadu

meningoradikuloneuritidy, kterou oznacily jako klistovou paralyzu. (10)

Po pfiblizné dvaceti letech, byla Alfredem Bannwarthem pozorovana dalsi skupina
lidi, u kterych doslo k poSkozeni NS: obrna licniho nervu ¢i meningitida. Dnes jsou tyto
znamky poskozeni znamy jako nejcastéji Gariniv-Bujadouxiv-Bannwarthiiv syndrom.
(3, 24) Carl Lennhoff vroce 1948 poukdzal na prukaz spirochét v histologickych
vzorcich zhotovené z EM. (10, 24) O rok pozdé¢ji byl ucinén pokus 1é€by penicilinem u
pacientll s ACA Svédskym Iékarem N. Thyresonem. Lécba vSak nebyla tak ucinna, jako

u boreliového lymfocytomu roku 1950 provadéna G. E.Bianchem. (24)
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Ptiblizn€ v 80. letech 20. stoleti doslo k zvySenému rozvoji védeckych poznatkii
v problematice lymeské boreliozy. V roce 1977 doslo k epidemické artritidé v méstecku
Old Lyme (Connecticut), kde onemocnélo 39 déti a 12 dospélych. Jedna Etvrtina
postizenych méla kozni postizeni charakteru EM. Néazev lymeska artritida se nasledné
pfejmenovala na lymeskou nemoc, dle mésta kde se tato nemoc projevila v takovémto
rozsahu. Byla prokdzéna souvislost tohoto onemocnéni s klisté¢tem druhu Ixodes
dammini, ktery se v této lokalité¢ hojné vyskytuje. (3, 24) V roce 1982 byl nalezen a
popsan puvodce tohoto onemocnéni, spirochéta, ktera byla zaclenéna mezi borelie a

pozdéji byla pojmenovana jako Borrelia burgdorferi. (3)

Definitivn¢ byla tato infekce pojmenovana jako lymeskd borelioza na treti

mezinarodni konferenci roku 1987 v New Yorku. (3)

1.1.2  Lymeska boreliéza v CR

Nedlouho poté, co bylo toto onemocnéni popsano v USA, zacaly se na Infek¢ni
klinice FN Na Bulovce objevovat prvni pfipady této nemoci. Klinika byla vedena prof.
MUDr. Doutlikem, DrSc. Na klinice se LB vénovali, zpoc¢atku pievazné z vyzkumného

hlediska, od roku 1985. (24)

1.2 Systematické zarazeni borélii

Nejprve byl popsan jako ptivodce LB jediny druh - Borrelia burgdorferi. (24).
V dalsich létech, v podstaté az do soucasnosti, se jako ptivodci objevuji i dalsi druhy a
poddruhy. I to je pficinou Sirokého spektra klinickych ptiznakt a urcitd komplikace ve

vyzkumu ockovaci latky. (25)
Jedny z nejznaméjSich a nejvyznamnéjSich druht jsou:

v Evropé

15



e  Borrelia afzelii
e  Borrelia garinii

e Borrelia burgdorferi sensu stricto  (vyskytujici se predevSim na

severoamerickém kontinentu)

Dalsimi popsanymi druhy jsou: B. bissetti a B.valaisiana a B. Japonica, ale je jich
daleko vice. VSechny tyto druhy borelii se od sebe li§i zasadné ve svém antigennim

slozeni. (6, 18, 20)

Jednotlivé druhy maji také odliSny vztah k postizeni jednotlivych organd.
Naptiklad B. afzelii postihuje hlavné kizi, B. garinii CNS a B. burgdorferi sensu stricto
zpusobuje kloubni poSkozeni. (6, 14, 25)

Borélie jsou zarazeny do celedi Spirochaetaceae, tadu Spirochetales, tiidy
Spirochaetes a rodu Borrelia. (6) Borélie patii do skupiny gram-negativnich,
mikroaerofilnich bakterii i kdyZz se gramem barvi velmi Spatné. K jejich obarveni tedy
pouzivame barveni dle Giemsy a nebo stfibieni. Velikost bun€k se pohybuje mezi 4um-
30um a v praméru 0,2pum. Bakterie ma tvar spirdly a ve vzdalenosti cca 2,2um jsou
zahyby, kterych je celkové kolem 4-15. (2, 7) Jejich pohyb (otdfeni, natahovani a
smr§tovani) je umoznén pomoci bi¢ikl, kterych maji ptiblizné 7-9. (7) Biciky jsou
sloZzené z kanalku pfiblizn€ o priméru 7,6 nm, a ty jsou jesté¢ vyplnény dieni tkv. vnitini
flagelin. (3) Tyto organy pohybu umoziuji pohyb bakterii az rychlosti 2mm/minutu. I

tato schopnost jim umoziiuje pfemoci hematoencefalickou a epitelidlni bariéru. (18)

1.2.1 Morfologie buiiky

Bunka je slozena z membrdny, kterou tvoii tfi vrstvy: vnitini jednovrstevna
peptidoglykanova, dale lipopolysacharidové a vnéjsi lipoproteinové, které jsou obé
dvouvrstevné. (2) Mezi zevni membranou a protoplasmou je periplasmaticky prostor,
kde se nachéazi vySe zminované biciky. BiCiky jsou schopné smétfovat svlij pohyb, jak

v proximalnim tak i distdlnim sméru a mohou vylucovat membrandzni vezikuly, které
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obsahuji plasmidovou DNA. (2, 24) Pokud se borélie dostanou do pro n¢ nevhodnych
podminek, dokdZou odstranit své bi¢iky, mohou se zacit smrstovat a vytvaret pohyblivé

cysty a nebo nepohybliva granula. (2)

Dalsi ¢ast tvotici buiiku borélii je protoplasmaticky cylindr, skladajici se z bunééné

stény, cytoplasmatické membrany a cytoplasmy. (24)

Protoplazmaticky
cylindr

Vnajsi
lipoproteinova
membrana
Peptidoglykan Bigik
Vnajsl
i Cytoplazmaticka Periplazmaticky  lipoproteinova
Biciky membrana prostor membrana

Obr. ¢. 1: Rez spirochétou

(Zdroj: http://www.borelioza.cz/cs/ke_stazeni/ - Lymeska borelioza komplexni pohled )

Genom bakterie je tvofen z plasmidd, 12 linearnich a 9 cirkulujicich a z malého
chromozomu. (3, 24) Tyto plasmidy obsahuji geny, které¢ koduji tvorbu povrchovych
proteini nutnych k udrZeni borelii v hostiteli. (3) Jeden z nejvyznamnéjSich plasmidi

pro borélie je cp26, ktery je zasadni pro preziti bakterie.
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1.2.2 Antigenni struktura

Borrelia burgdorferi je vybavena dvéma zasadnimi antigeny (Ag): p60 jako
cytoplasmaticky a p41 jako bi¢ikovy Ag. Mezi hlavni antigeny dale patii povrchové Ag,
které se oznaduji OspA (31-32 kDa) a OspB (34-36 kDa). Castéji jsou nachizeny u
americkych izolatd. U vice nez poloviny evropskych izolatl je popisovan protein OspC
(20 kDa), ktery se naopak malo objevuje u americkych. OspB u evropskych ¢asto chybi.
Proti proteinu p41 a OspC antigenu je namifena ¢asnd imunitni odpovéd’. Jako dalsi
povrchové antigeny jsou oznaceny OspE a OspF. Velkym problémem je, Ze mulze

dochazet ke ztraté plasmida a z toho vyplyvajicim zméndm povrchovych proteint. (24)

1.3 Prena$eci onemocnéni

U nas v CR, podobné jako v celé v Evropé, je hlavnim pfenase¢em klisté rodu

Ixodes ricinus, v Japonsku I. ovatus, v USA [ scapularis, 1. pacificus a I. dammini.

Klistata se vyskytuji predevsim v trave, lese €i jinych porostech. (7) Jako hostitelé
borélii v ptirod€ slouzi hlavné mensi hlodavcei, mald i velkd zvét, ptaci, ale i domaci
zvitata. (7,18) Ojedinéle je popsan i pienos jinymi vektory (komafi, ovady, bodalkami),
ale pfesny prukaz stale chybi. K pfenosu onemocnéni je potieba, aby klisté bylo pfisato

minimaln¢ 1 den. A v pfenaseci miize byt az ptl miliont infek¢nich zarodka. (7)

Obr. ¢. 2: Stadia klistéte

(Zdroj: http:/kliste.cz/clanek/27/zivotni_cyklus_klistat )
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1.3.1 KIisté

Klistata zafazujeme mezi pavoukovce (Arachnida). Patii do tfidy roztoch
(Acarina). (17) Jsou celosvétove rozsifena a jsou prenaseci i n¢kolika dalsSich ptvodci
virovych onemocnéni (virt klistové encefalitidy, viru Tribe€), ale 1 ptivodct
bakterialnich (Francisella tularensis, Coxiella burnetti, Rickettsia helvetka, Ehrlichia

phagocytophila). (27)

Hlavnim pienaSecem borélii jsou v naSich klimatickych podminkéch klistata rodu
Ixodes. Tento nazev je odvozen zifeckého ixos — lepidlo a ricinus dle podoby

samicky sementiim ricinu. (17, 24)

Klisté obecné se Zivi sanim krve hostitele. Samicka timto miize dosdhnout velikosti
az 11 mm (norméln¢ 4 mm), samecci nesaji na hostitelych a celkove jsou mensi, kolem
2,2-2,6 mm. Samecek od samicky se jeste 1isi zadeckem a to jeho tvarem a zabarvenim.
Samicka ma zadecek cCerveny, mékky, samefek ma zadecek leskle Cerny a je cely
pokryty Stitkem. Samicka mé Stitek ma pouze na poloviné t&la. (1) Stit obsahujici

chitin, chrani kliSt'ata pfed rozmacknutim.

Klistata jsou vybavena i smyslovym ustrojim (Hallerovy orgén), které jim slouzi k
nalezeni hostitele pomoci tepelnych a chemickych podnéti. (17) Nachazi se na konci
prvého paru nohou na konci termalniho ¢lanku. (13) Jakmile si najde svého hostitele,
hleda si jesté vhodné misto k pfisati. Jde hlavné o vlhké prostiedi na pokozce. U
¢loveka je to oblast tiisel nebo podpazi. Pro nalezeni téchto mist vyuzivaji na svém téle
tzv. pedipalpy — na strané kusadel. K tomu aby doSlo k poruseni ktze, klistéti

napomahaji tzv. chelicery, coz jsou naproti sobé pohybujici se zoubky. (17)

K pevnému ptichyceni na pokozce slouzi hypostom. Jde o bodavy ,,sosacek®, ktery
se nachazi na ptedni ¢asti téla. (9,17) Pti sani krve se pomoci slinného zlabku dostavaji
do téla hostitele sliny, obsahujici rzné latky. (17) U nékterych teplomilnych druht
klistat je produkovana i tzv. cementova vrstva, ktera slouzi k lepSimu udrZeni klistéte
na hostiteli. Dalsi vylu¢ované latky napomahaji k tomu, ze tisi bolest, potlacuji imunitni

odpovéd’ a brani srdZeni krve pomoci enzymu ixodinu. (6)
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Obr. ¢&. 3: Klist€ obecné — stavba

(Zdroj:www.zoologie.frasma.cz/mmp%200211%?20klepitkatci/klep%C3 %A Dtkatci.html)

Klistata maji v travicim ustroji postranni laloky, které nésledné slouzi ke
skladovani naséaté krve. V klist'atech se borélie usidluji ve stievech v jejich epitelidlnich
buiikach prostiednictvim OspA proteinu. Po sani krve dochazi k pomnozeni spirochét,
k zvyseni teploty, snizeni pH, a dopadem toho se snizuje exprese OspA a zvySeni
koncentrace OspC. Borélie se oddéli od epitelii stfev, pomnozi se ve slinnych Zlazach a

tim se dostavaji do tcla hostitele. Nasledné jsou roznaseny krevnim ob&éhem do dal$ich ¢asti

tela. (6)

1.3.2  Zivotni cyklus kli§tat

Klistata mizeme rozdélit na jednohostitelskd, (Zivotni cyklus na jednom hostiteli)

dvouhostitelska (zivotni cyklus na dvou hostitelich) a trojhostitelska (tf1 hostitelé). (17)

Dohromady maji kliStata ctyfi vyvojova stadia: vajicko — larva — nymfa —
dospélec. Jedna samicka klade 4000 - 5000 vajicek. (29) Z vajicek se vylihnou velmi
drobné larvy, které maji pouze 3 pary nohou. Larvy klistat saji krev, a po t€ mize dojit

k jejich pfeméné na larvy. A k nésledné pfeméné v osminohé nymfy. (27)
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Nachéazime je jiz 50 cm nad zemi, kde saji krev na savcich mensiho vzristi (zajic,
kralik, veverka), po nasati dochdzi ke kone¢né proméné, na dosp€lé jedince (imaga). (1,
17, 27) Imago je samec a samicka, schopné reprodukce a tyto dospélci nachazime do
vysky az 1 metru. (17) Dospély jedinec je jiz schopen sat na vétsi zvéri, ale 1 na
Clovéku. Vsechna stadia klistéte jsou schopna sat jen jednou. (29) Samice saji krev,
samci nalézaji na hostitele jen za u¢elem rozmnoZovani. Tento jejich Zivotni cyklus trva

priblizne 2 — 3 roky. Klistata se aktivuji pti teploté 5 °C. (13)

1.3.3 DalSi moZnost prenosu

Mezi dal§i moznosti se fadi, pienos krevni transfuzi nebo borélie mohou
proniknout i placentarni bariérou. Ale takovy pienos je spiSe vyjimecny. (2) MozZnost

pfenosu jinymi vektory byl zminén vyse.

1.4 Imunitni odpovéd’

Pro pienos a rozvoj onemocnéni je dulezitd bunécnd i protilditkou odpoveéd
hostitele, ale 1 antigenni vybava mikroorganismi. Borélie aktivuji nespecifickou,
specifickou, buné¢nou i humoralni imunitu. K aktivaci imunitniho systému (IS) jsou
zasadni lipoproteiny, povrchové antigeny i flagelliny. (2, 24) Bunéénd imunita je

realizovana prostiednictvim CD 4 a CD8 lymfocytti a makrofag.

Poté, co se borélie dostanou do téla hostitele, zacinaji se mnozit. MiZze pfitom
vzniknout erytém na kizi nebo mohou byt transportovany do miznich uzlin. Aktivaci
celého IS dojde 1 k aktivace B-bunck, kryoglobulinu a pozdéji 1 protilditek ANA,
kardiolipinu. Objevuje se revmatoidni faktor a aktivuji se NK buiiky. Imunitni odpovéd
provokuji i povrchové proteiny borélii a slouzi jako induktory prozéanétlivych cytokint

(n€kterych interleukinti-IL) a TNFa a chemokintl. (24)
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Tvorba specifickych imunoglobulint IgM zacind po 2 — 4 tydnech. K vrcholu
jejich koncentrace dochazi po 3 — 8 tydnech, pak jejich koncentrace klesia. Tvorba
specifickych imunoglobulinii IgG nastdva po 6 — 8 tydnech a v téle hostitele mohou byt

prokazatelné mésice i roky. (16, 20)

1.5 Epidemiologie

Vzhledem k rozdilné délce inkubacni doby LB, je onemocnéni hldSeno celoro¢né
bez ohledu na vyskyt klistat. Pravé inkuba¢ni doba ma Siroky rozptyl a to mezi 1-300
dnti. (3, 7) Vyskyt klistat je pozorovan jiz od tnora (kdyz roztaje snih) az do listopadu,

zvyseny vyskyt je zaznamenan v obdobi ¢ervna a zafi. (33)

Toto onemocnéni muze zasdhnout, kteréhokoliv ¢loveéka v jakémkoliv veku, ale
vysSi vyskyt je hlaSen po 30. roce zivota. Onemocnéni postihuje Castéji Zeny nez muze.

€)

1.5.1 Vyskyt ve svété

Lymeskd boreliéza je rozsifend kosmopolitné. (26) Vyssi vyskyt je hlaSen z
centrdlni Evropy a Skandinavie. (7) Na zépadé Evropy jsou castéjsi hlavné
neurologické ptiznaky, v severni a stiedni Evropé ptfevazuji kozni projevy a v USA
projevy kloubni. Stejné jako v CR je vyskyt popisovan u viech vékovych skupin a je
Castéj$i u Zen. (14)

Vyskyt onemocnéni souvisi s vyskytem promotenych klistat. V roce 1998 byl
realizovan vyzkum, ktery zkoumal promotenost vyvojovych stadii klistat ve statech
Evropy. Byla prokdzana pozitivita u 1,9% larev, 10,8% nymf a 17,4% dospélcti.
V Centru pro kontrolu a prevenci nemoci (CDCP) je hlaseno tisice onemocnéni za rok,

vzdy okolo ¢tvrt milionu. (24)
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1.5.2 Vyskyt v Ceské republice

V Ceské republice se pozoruje toto onemocnéni od roku 1986. (24) Rok od roku,
podet nahlasenych piipadi v Ceské Republice roste. VCR se objevuje zejména
Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia afzelii a garinii. (22) Promoienost
vyvojovych stadii v CR se pohybuje piiblizné kolem 12 %. Prevalence protilatek proti
LB u ceské populace je okolo 10%, samoziejm¢ toto procento miize byt u
exponovanych skupin (lesnici) vyssi. (26) Pocet pfipadii, které¢ byly nahlaSené
v jednotlivych krajich CR, byla zjisténa nejvétsi incidence v kraji Stiedoteském,

Libereckém a kraji Vysocina.

Nedavnou studii se prokazalo, ze klistata s infekei, se vyskytuji v blizkosti vodnich

toki, ale ve vyssich i niz§ich nadmotskych vyskach. (3)

Pocet onemocnéni Lymeskou boreliézou v CR v roce 2011
podie ckresu nakazy, Epidat

pocet
s - =22
A zz - =6
BE] 37 - so
R§ st - 94
-95+

Obr. &. 4: Onemocnéni Lymeskou boreliézou v CR

(Zdroj: http://www.szu.cz/tema/prevence/lymeska-borrelioza-epidemiologicka-

data )
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1.6 Klinické priznaky

Lymeska borelioza mize probihat bezptiznakové anebo se symptomy, které ma LB
velice pestré. Mame piiznaky, které se daji rozdélit do tii zékladnich klinickych stadii:
casné lokalizované, diseminované a pozdni perzistentni. (6, 28) A podle typu vzniklé

infekce u pacienta, 1ékar stanovi 1écbu. (19)

1.6.1 Casné lokalizované stadium

Charakteristickym projevem je tvorba erythema migrans. EM se objevuje vétSinou
z 60-70% u pacientd po pfisati klistéte. (17) U EM dochazi k vytvoreni ohrani¢ené
skvrny, ktera je nebolestiva, zarudla v priméru 3-68 cm a centralné bledne. Bez 1é¢eni
sama vétSinou vymizi. (6,19,28) Dale mohou nastat u ¢lovéka ptiznaky boreliozy,
podobné chfipce, ndvaly poceni, bolest hlavy, inava, nevolnost. A nasledné mize dojit k

prechodu do druhého stadia. (6, 17, 19)

Obr. ¢. 5: Erythema migrans

(Zdroj: http://osuemed.wordpress.com/tag/erythema-migrans/ )
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1.6.2 Casné diseminované stadium

Objevuje se do nekolika tydnt. (28) V této fazi infekce uz mizeme najit ptivodce
veelém téle. (17) Mohou se objevit neurologické projevy (meningitida,
radikuloneuritida — Banwarthiiv syndrom, encefalitidy, obrna hlavovych nervi —
nejcasteji nervu licniho), dale se mohou na ktzi objevit drobné erythemy, nebo muize
borelidoza zplsobit muskoskeletdrni poskozeni (artritida, zanéty svali a Slach), ¢i
konjuktivitidy, uveitidy, postizeni ktze - boreliovy lymfocytom, ktery je
charakterizovan vytvotfenim fialovych uzlikli, vyskytujici se predev§im na prsnich
bradavkach, u$nim lalicku, nosu a skrotu). (6, 19, 25, 28) Dale mulze dojit ke
kardidlnimu postizeni. Kardidlni postizeni vznikaji pfiblizné u 8% postizenych, jde o

myokarditidu a perikarditidu.(19)

Pokud dojde k vzniku meningoencefalomyelopolyradikuloneuritidé, dochazi u ni
k parézam koncetin, kofenovym bolestem, které probihaji nejcastéji na trupu a
koncetindch. Tato forma casto reaguje na analgetickou lécbu a celkové toto stadium

muze trvat tydny, ale 1 nékolik mésict. (14)

1.6.3 Pozdni perzistentni stadium

Ptiznaky k tomuto stddiu se mohou projevit po mésicich, ale i letech. (25, 34)
Zakladnim znakem je ACA projevujici se na kizi. Objevuje se hlavné v evropském
regionu. Nejcastéjsi misto lokalizace jsou koncetiny (na ploskach koncetin, dlanich).
(19) Ptiznaky jsou nebolestivé, modrocCervené, nateklé a pozdéji dochazi ke ztenceni
ktze, které se napohled podoba cigaretovému papiru. (17, 25) Toto stadium
onemocnéni, je téméf vzdy spojeno s vyskytem polyneuropatii a poskozenim kloubi
(nejcastéji kolena, lokte, ramena). (17, 19) Z dalSich moznych projevii, které se mohou
v tomto stadiu objevit, je naptiklad lymeskd artritida, karditida nebo chronicka
polyneuritida. (34) K takovému staddiu dospéje jen malo nemocnych LB. Pfevazné u

téch, u kterych je imunitni systém aktivovan jiz néjakym jinym onemocnénim. (14)
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1.7 Rozdéleni dle poskozeni organismu

1.7.1 KozZni projevy

Mohou se vyskytovat ve vSech tfech stadii LB. (2) Mezi tyto projevy samoziejmé
patii erythema migrans, objevujici se po 3 — 30 dnech od nakazy. (5) Jako dalsi jsou
sekundarni 1éze EM, (2) ACA nebo boreliovy lymfocytom dfive Lymphadenosis
benigna cutis, ktery se Casto vyskytuje na usnim boltci ¢i prsni bradavce (tumoru

podobny kozni infiltrat). (2, 5) Lymfocytom mtize bez nasazeni 1é¢by trvat i vic nez rok.

2)

1.7.2 Revmatologické projevy

V casné 1 pozdni fazi infekce miZe vzniknout - Lymeska artritida, to je poskozeni
v oblasti pohybového aparatu. (2) U casného stadia je to nejcastéji artralgie (bolest
struktur pohybového apardtu) a myalgie (bolest svalll). (2, 5) Artralgie mohou byt
provazeny horeckou, unavou, slabosti ¢i malou vykonnosti. V pozdéjsich stadiich se
objevuje artritida (zanét kloubll) a dals$i projevy jako zanéty Slach (tendinitidy a
tendovaginitidy), zancty Gpont vazl a Slach do kosti (entezitidy) ¢i zanéty kloubnich

pouzder (kapsulitidy). (2)

1.7.3 Neurologické projevy

Pii neurologickych projevech dochézi k poskozeni perifernich nervii, mozkového
parenchymu a pleny. (5) Mohou vzniknout meningitidy, periferni 1éze oblicejového
nervu, radikuloneuritidy, meningomyeloradikuloneuritida, encefalitida, pseudotumor
cerebri, paraparéza, radikulopatie. Dal§imi privodnimi jevy mohou byt: poruchy

paméti, koncentrace, psychicka vySinuti a mnoho dalSich neurologickych projevi. (5,
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14) U vzniku meningomyeloradikuloneuritidy (Gariniv-Bujadouxiv-Bannwarthiiv
syndrom), dochédzi k poruchdm kozZniho Cciti nebo k nesnesitelnym neurogennim

bolestem, které jsou zptisobené zanétem miSnich kotfeni a plen. (2, 5)

1.7.4 Kardialni projevy

Jedna se predevSim o myokarditidu, perikarditidu, dilatacni kardiomyopatie nebo
dochazi k poruchdm srde¢niho rytmu. (2, 5) Nejcastéji vede poSkozeni srdce k
atrioventrikularni blokadé¢ stupné I-III. (33) Uvedena poskozeni srdce, se mohou
projevovat palpitaci, bolesti na hrudniku ¢i dusnosti. Vyskytuji se ale spiSe sporadicky.

(2,24)

1.7.5 PostiZeni oka
Nejcastéji se objevuje v akutnim fazi onemocnéni. Miize dojit ke vzniku

konjuktivitidy, orbitalni myozitidy, retindlni vaskulitidy, chorioiditidé, episkleritidé,

poskozeni ocniho nervu nebo dochazi ke keratitid€, uveitid€ a papilitidé. (5, 24)

1.7.6  Ostatni projevy LB
Jako dal$i mozné projevy se zafazuje prukaz proteinurie, hematurie, splenomegalie

1 suchy kasSel. (5) U pacienti mohou byt prokdzany i1 zvySené transferazy, dale muze

dojit k riznym formam poskozeni ledvin ¢i plicnimu poskozenim. (24)
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1.7.7 Lymeska boreliéza v téhotenstvi

Negativni vliv borelidézy na plod u t€hotnych Zen se pfimo neprokazal. Samoziejmeé
pokud u téhotné Zeny probiha infekce LB, je dilezité sledovat pribéh onemocnéni a
reakci na 1écbu antibiotiky. Zalezi i na tom, kdy doslo k infekci matky, v jakém mésici
téhotenstvi se Zena nachazi. Dle toho mize dojit k riznému ohrozZeni plodu (funkénimu

1 orgdnovému postizeni). (3) Borélie se nedostavaji do mateiského mléka.(33)

Dojde-li ptesto k infekci plodu, mohou nastat poskozeni podobné u syfilis. (17)
Ale vétSina zen, u kterych byla LB prokazana a vcas léCena, porodi zdravé dité. (3)
Borélie miizeme vysetfit v takovém to ptipadé z plodové vody nebo choriovych klki

pomoci PCR nebo elektronovym mikroskopem. (14)

1.7.8 Lymeska boreliéza u déti

Z 3 —5 % onemocnéni LB tvofi déti. Je to tim, Ze vétSina déti travi volny cas v

ptirodé. (3, 16)

Kloubni projevy u déti jsou spojeny s prvnim popisem epidemie LB. Klinické
projevy jako EM jsou u déti spiSe v oblasti obli¢eje a krku. Cast&ji se objevuje
boréliovy lymfocytom. (3) Z neurologickych postizeni se objevuji predevSim
meningitidy, bolesti hlavy, meningoencefalitidy, kranidlni neuropatie, ataxie, chorea a

dalgi. (14)
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Stadium

Casné lokalizované

Casné diseminované

Pozdni diseminované

Casovy dny az tydny tydny az mésice roky

odstup od

nakazy

Celkové subfebrilie, subfebrilie, tnavnost anavnost

pfiznaky chiipkovité projevy

Kuze erythema migrans mnohocetna nebo sekundarni | acrodermatitis chronica

(EM) EM, lymfadenosis cutis atroficans

Nervovy ne aseptickd meningitida, chronicka encefalitida,

systém encefalitida, myelitida, encefalomyelitida nebo
radikuloneuritida, parézy polyneuritida,
hlavovych nervii (zvl. n. presenilni demence
facialis)

Klouby, ne migrujici artralgie a artritidy, chronické artritidy a

kosti, svaly bolesti kosti, svalt, Slach entezopatie

Srdce ne myokarditida, perikarditida, kardiomyopatie
atrioventrikularni bloky

Oc¢i ne konjuktivitida, uveitida chronicka uveitida

1.8 Postboreliovy syndrom

Tab. ¢. 1 : Stadia lymeskeé borreliozy

(Zdroj: kniha Infek¢ni 1ékarstvi — Benes Jifi)

K postboreliovému syndromu dochazi u pacientt, kteti prodélali onemocnéni LB a

kteti byly 1é¢eni ATB. Pfiznaky nemoci u pacienta stale pfetrvavaji, nezmiriiuji se nebo

dochazi k jejich zhorSeni. (24) V takovych to ptipadech, miize dojit k unavé, artralgii,

myalgii, bolestem hlavy, porucham spanku nebo k porucham paméti. (20, 24, 34)
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1.9 Darcovstvi krve

Lidé po prodélané LB mohou krev darovat nejdiive po 2 letech. Podminkou je, Ze
hladiny specifickych imunoglobulint tfidy IgM musi byt negativni. Vzdy je vSak

vhodna konzultace s odbornym infekcionistou. (24)

1.10 Onemocnéni zvirat

Ze zvitat se mize nakazit pes, vyjimecné kui a skot. Klinické pfiznaky se nejcastéji
objevuji za 2 — 5 mésict od nakazy. Infekce je provazena projevy, jako je kulhani,
horecka, nechutenstvi, hubnuti, agresivita ¢i zanétem oc¢i nebo kloubti. I v 1é¢bé psa
mizeme vyuzit antibiotika. A pokud chceme psa nechat ockovat proti borelidze, tak

ockovaci latky jsou pro né k dispozici. (7, 27)

1.11 Prevence

Vroce 1998 byla v USA uvedena vakcina LYMErix, (27) zaloZzend na
rekombinantnim OspA . (18) Méla, ale vyuziti jen proti Borrelia burgdorferi sensu
stricto. Pro Evropu vakcina nemohla byt urcena, jelikoz se zde vyskytuji borélie
s odliSnou antigenni strukturou. O c¢tyfi roky pozdéji, byla vakcina z trhu stazena, pro

maly zajem, malou protektivitu pro popsané nezadouci ucinky. (18, 24)

V poslednich Iétech se vice pracuje na tzv. ,protiklistéci vakcin€ na bazi klistéciho

feritinu.” M¢la by zabranovat samotnému prisati klist’at. (3)

Jelikoz tedy neexistuje zadna vakcina, je vtomto ohledu dulezit¢ dodrzovat
preventivni jind opatieni. Pokud se chystdme do mist, které jsou typické pro vyskyt
klistat jako lesy, louky, parky a dal$i, je dalezité mit na paméti, Ze mame dodrZovat
urCitd prevencni opatieni. Doporucuje se mit dlouhé ptiléhavé kalhoty, dlouhy rukav a

svétlé barvy obleCeni, na kterych jsou piipadnd kliStata napadnéjsi. (12, 17) K dal§im
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opatfeni mizeme vyuzit repelenty s obsahem latky DEET (repelenty vétSinou obsahuji
10-30% této latky). (12) Repelenty se pouzivaji pifimo na télo. (17) Je dobré spojit
repelent, jeSté s pouzitim pesticidu permethrinu, ktery se nanasi pfimo na obleCeni.
Hlavné si musime davat pozor, jelikoz permethrin se nesmi nanaset na pokozku. (12,
17) Permethrin se musi vyuzivat jen do maximalni koncentrace 0,5 %. Permethrin
spolu s deltamethrinem patii mezi insekticidy, které lze téz vyuzit k ochran¢ pied

ostatnim obtiznym hmyzem.

Chemicka latka DEET (N,N-dietyl-meta-toluamid) je kapalina bez zapachu.
Podobny efekt Gc¢innosti ma i Icaridin, vyhodou tohoto repelentniho ptipravku je, ze

neposkozuje odévy, ale ani nerozpousti umélou hmotu. (9)

Diulezité je, po ptichodu domu, velmi dikladné si prohlédnout své télo. Nebo
miZzete poprosit nékoho jiného, aby se ndm podival na cast téla, kam Spatné vidime

(ktize ve vlasech). (12)

1.11.1 Spravné odstranéni kliStéte

Zdali jiz doslo k pfisati kliStéte, musime ho odstranit spravnym zplsobem a co
nejdiive. (17) K odstranéni je dobré vyuzit ochrannych rukavic, pokud by jsme klisté
vytahovaly rukou, protoze borélie se z klistat mohou dostat do ¢lovéka i pfes drobné
odérky. (14) V prvnim moment¢, se tedy musi misto s prisatym klistétem zakapnout
desinfek¢énim roztokem (Jodisol, Septonex, Betadin). (2) Nasledné si vezmeme do ruky
pinzetu, v tomto pfipadé nejsou rukavice nutné. Pomoci pinzety uchopime klisté co
nejbliz k pokozce a pomalym tahem se snazime klist¢ vytdhnout. Jakmile klisté
vytahneme, je dobré ho ihned odstranit bezpecnym zptsobem (splachnuti, spaleni). (12)
Nesmime, opomenout postiZzené misto opét potiit desinfekénim roztokem. A po n¢kolik

tydni misto pozorovat, zdali nedojde k jeho zarudnuti. (3)
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Zésadni pravidla po prisati klistéte jsou:
e co nejdiiv odstranit kliste

e Klisté se nesmi rozmackat (17)

§ ,_# = 2 o :!,r [ ]
0 ‘.--]*

Obr. ¢. 6: Spravné odstranéni klistéte

(Zdroj: http://pozorkliste.cz/clanky/11-jak-spravne-odstranit-kliste )

1.12 Laboratorni diagnostika LB

K laboratorni diagnostice LB jsou vyuzivany metody piimé a neptimé. (6)

1.12.1 Piimé diagnostické metody

Mezi tyto metody patii kultivace, elektronova mikroskopie, hybridizace,

imunofluorescence a prikaz boreliové DNA pomoci PCR. (5, 24)

1.12.1.1 Kultivace

Izolovat dané mikroorganismy muizeme z koznich 1ézi EM nebo z krve. (15)
Kultivace je, ale velmi naro¢na. Musi se pouzit vysoce obohacena plda s ptidavky
zvitecich sér. Dnes jsou jiz komeréné dostupné rtizné druhy pid jako BSK-H, BSK II,

Sigma. (24) Pro izolaci v pozdni fazi infekce se vyuzivaji pidy (EMEM, MPM), které
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slouzi k zachytu cyst ¢i granul borélii, které¢ se vyskytuji v krvi nebo mozkomiSnim
moku. (3) DalSim materidlem, z kterého mizeme borélie kultivovat jsou vzorky
z biopsie koznich 1ézi, krve, synovialni tekutiny, mozkomisniho moku, ale i ze srde¢ni
tkané anebo duhovky. (11) Odbér biologického materidlu i jeho zpracovani, musi byt za
velmi pfisnych podminek. (3) Materidl inkubujeme minimaln¢ 72 hodin, pti 30-34 °C
pii  mikroaerofilnich podminkach. Nartst bakterii na padé je prokazovan

mikroskopicky, PCR nebo sérologicky. (11)

Ke kultivaci pfistupujeme také tehdy, ovétujeme-li jiz onemocnéni diagnostikované

nepiimymi metodami. (11)

Jelikoz ma kultivace velmi malou senzitivitu, dlouhou dobu stanoveni (az 6 tydni)

je spise tato metoda vyuzivand na vyzkumné ucely. (14)

1.12.1.2 Imunofluorescence a elektronova mikroskopie

V dne$nim modernim svété nejsou tyto dvé metody tolik vyuzivané, ale piesto

musi byt zminény.

U mikroskopie lze totiz vidét tvar spirochét — velikost, pocet bicikli, povrchovou
membranu, ale mizeme zpozorovat 1 cystické formy. (24) Klasicka mikroskopie pro
histologicky prikaz je vyuZivéna vyjimecné. U vzorkll se vyuzivd barveni Giemsou,
toluidinovou modii nebo se pouziva stiibieni s 1% dusicnanem sodnym. (3, 24) K

barveni a nasledné mikroskopii se vyuziva roztért ¢i tkanovych fezt. (15)

Imunofluorescence slouzi k priikazu protilatky nebo antigenu. Dnes je zndma piima
a nepfima imunofluorescence. Pfimd metoda je vyuzivana k detekci antigenu, kdezto
nepiima metoda slouzi k detekci protilatek v séru pomoci substratu. Pfima metoda se,

ale u stanoveni LB nedéla. (30)

33



1.12.1.3 Hybridizace, PCR

Hybridizace je zaloZzena na klonovani DNA. DNA je znacend radioktivnim
izotopem a vaZe se na znamy usek DNA. (24) Casto, ale dochazi k nejasné reakci. A

proto se vyuziva metody PCR (polymerazova fetézova reakce). (17)

Metoda PCR vznikla v Cetus Corporation v Emeryville v Kalifornii. Metoda
spo¢iva v namnozeni genetického materialu vybraného tiseku DNA pomoci polymerazy,

o tfech teplotnich fazi. (8, 17)

Polymerazova fetézovd reakce je dnes velmi vyzadovana metoda k rychlému
stanoveni infek¢nich agens. Jedna se o prukaz boreliové DNA. (24) Tato technika ma
nékolik nevyhod a to Ze méa velmi nizkou citlivost, miize dojit lehce ke kontaminaci
vzorkll, vysoké cen¢ na vySetfeni nebo nespolehlivost u nékterého biologického
materidlu. Jedna pozitivni véc na této metodé je jeji rychlost. (11, 24) VySetieni
z odbérového materialu je velmi vhodny odbér a vySetieni ze synovidlni tekutiny a
koznich 1ézi, kde citlivost testu dosahuje az 90%. (5) PCR lze vyuzit i na vySetieni z
plodové vody (24), u mozkomisniho moku i krve, kde je citlivost metody u poslednich

dvou materialii nizka. (11)

Je vyuzivany systém LightCycler PCR v redlném case. Systém LightCycler PCR
nam urcuje mnozstvi DNA ve vzorku. Hlavné umoziuje vysetfeni ve velmi kratkém
case cca 30-40 minut, vyhodou je 1 vysoka senzitivita, moznost opakovanych reakci
v jedné kapilate, vicebarevna opticka detekce a dalsi. Samoziejme, Ze se musi dat pozor,
aby vzorek byl velmi Cisty, musi ho byt dostatecné mnozstvi, jelikoz na ném zavisi

senzitivita metody. (2)

1.12.2 Neprimé diagnostické metody

v

Nejvyuzivangjsi jsou sérologické metody. (5) Néktery ze sérologickych vysSetieni

muze byt negativni a priikaz miize byt az po 8. tydnu od nakazy ba i natrvalo negativni.
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Mezi tyto metody se fadi: ELISA test, Western blot nebo nepiima
imunofluorescence. Dokazuji se specifické protilatky v biologickém materidlu

(synovidlni tekutina, v séru, mozkomisnim moku). (16)

Tyto sérologické metody se nepouzivaji hned po pfisati klistéte. Ale az ptiblizné po
trech tydnech od pfisati klistéte nebo pokud jsou u pacienta zjevné piiznaky nemoci.

(17)

1.12.2.1 ELISA test

U ELISA testu stanovujeme specifické protilatky imunoenzymatickou reakci. Je to
jeden znejvyuzivanéjsich testli. Dnes je jiz na trhu k dispozici né€kolik komerénich
souprav ELISA (firmy Test-Line, DadeBehring, Euroimmun, Abbot, Virlmmun a
dalsich). (2, 16) Vyuziva se na prtikaz specifickych protilatek tridy IgM, 1gG, které jsou
pro boreliézu specifické. (24) Soupravy vyuZivaji antigeny, jako jsou: OspA 31-32,5
kDa, OspB 34 kDa, OspC 22,23,25 kDa, p39, a k proteiniim: 41 kDa, 66 kDa,
k proteinu periplasmatického prostoru (MEP) 83-93 kDa a k par dalsim. (3, 24)
V nékterych piipadech se miize stat, Ze ziskame faleSn¢ pozitivni vysledky podobné u
onemocnéni syfilis. Mlze se jednat o tzv. zkiiZzenou reakci s jinymi spirochetalnimi
bakteriemi, autoimunitni nemoc nebo pfi pozitivité revmatoidniho faktoru. Mtze dojit,
ale 1 k fale$né negativnim vysledkiim, které jsou pfi¢inou toho, Ze bylo podano velké
mnozstvi antibiotik na zacatku nemoci nebo protilatky nejsou detekovatelné ¢i jsou
tésné pod hranici detekovatelnosti. (7, 16, 24) Abychom mohly tyto faleSn€ negativni a
pozitivni vysledky vyloucit, vyuziva se testu Western blot, ktery presnéjsi a citlivejsi

(16)
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1.12.2.2 Western blot

Dnes uz nazyvan jako Western blot, ale v roce 1975 byla tato metoda pojmenovana
dle E.M. Southern jako ,,southern blotting®, pozd¢ji jest¢ méla metoda nazev nordthern
blotting, nasledné¢ immunoblottig a az v roce 1881 se zacal pouzivat posledni nazev

Western blotting.

Touto metodou lze stanovit v jednom vzorku vice protilatek proti specifickym Ag.
(8) Aby byl povazovan WB tiidy IgM za pozitivni, musi minimaln¢ s dvémi uvadénymi
antigeny reagovat: OspC, 39 kD (periplazmaticky antigen) nebo 41 kD (flagelin). Pokud
chceme povazovat WB pozitivni v tfidé IgG, musi reagovat s alespon péti uvadénych
antigenti: 17 kD, OspF, OspC, 28 kD, OspA, OspB, 39 kD (periplazmaticky antigen), 41
kD (flagelin) nebo 93 kD. (15) Tyto uvedené informace, ale nemtizeme jednoznacné
fict, jelikoz si hranici pozitivity stanovi firma, od které je konfirmacni set na stanoveni

LB.

1.12.2.3 Nepiima imunofluorescence

Dnes se vyuziva madlo, jelikoZ ma nizkou senzitivitu i specifitu. (24) Jako ELISA
test se vyuzivad k prikazu protilatek IgM a IgG, v krvi, synovidlni tekutiné nebo
v mozkomi$nim moku. Je zaloZzena na zaklad¢ reakce téchto protilatek se substratem
(ptikladné bb. infikované boreliemi ¢i samotné borélie) nanesenym na sklicku. Reakce

zavisi na druhu Bbsl, ktery nam infekci zpiisobil. (3)

1.13 Terapie
Zakladem pro terapii lymeské borelidzy jsou antibiotika. (21) Chceme tim sniZit

trvani momentalnich projevii a ptedejit nasledujicim stadiim LB, ale i odstranéni

mikroba z t€la. A hlavné je dllezité v€as podat antibiotickou lécbu. (3, 7, 20)
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K 1é¢bé je vyuZivano predevSim tetracyklind, penicilini, makrolidi a
cefalosporini. ATB jsou vybirdny a poddvany dle stddia onemocnéni a dle lokalizace

onemocnéni. (3, 10)

Tvorba reakce podobné Jarisch-Herxheimerova do 24 hodin, miize vzniknout prave
v disledku podéni antibiotik. Doporucuje se podani kortikosteroidd, které snizuji
moznost vzniku. Tato reakce probiha pfiblizn€ u 15% pacientil a projevuje se bolesti

hlavy, pocenim a horeckou. (14)

1.13.1 Terapie v ¢asné lokalizované fazi onemocnéni

Pouziti antibiotik je v této fazi minimaln¢ 2. — 3. tydny. Jako velmi ucinnym se
prokazal v ¢asné fazi doxycyklin. Udava se podani davky 2x100 mg po 12 hodinéch.
(21) Doxycyklin zplsobuje fotosenzitivitu, drazdi zaludec¢ni sliznici, ale ma kvalitni
prinik do tkani. (3) Proto pokud pacient uziva doxycyklin, mél by se vyhnout slunci
nebo jinému UV zéfeni. (34) Dilezité je, ze se prokdzala ucinnost jednordzového

podani 200 mg doxycyklinu do tii dnid po ptisatém klistéti. (18)

Jako dals$i ATB lécba se mlze podavat amoxicilin v ddvece 3x1000 mg, ktery se
podava hlavné u lidi, ktefi maji alergii na tetracykliny ¢i t€hotnym, kojicim zendm a u

déti do 8 let ve€ku. Témto skupinam jsou tetracykliny kontraindikované. (3)

1.13.2 Terapie v diseminované fazi onemocnéni

Lécba ATB v této fazi onemocnéni trva okolo 3. tydnd. Do této skupiny patii ATB,
kterd zabranuji rozvoji neuroboreliézy, lymeské karditidy ¢i kloubniho poskozeni.
Jedna se hlavné o ceftriaxon (1x2000 mg denn¢), cefotaxim (3x2000 mg denn¢) nebo
penicilin G (4x5 mil,j.). Tato terapie je, ale vyZadovana pouze u zdvaznych postiZeni.

Jinak se vyuziva podani doxycyklinu, amoxicilinu nebo azitromycinu. (3, 24)
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1.13.3 Terapie v pozdnim perzistentni fazi onemocnéni

Lécba trva vice jak 4. tydny. Diivodem mohlo byt Spatny vybér 1éku, utlum rozvoje
klinickych pfiznakti po kratkodobém podani ATB ¢i terapi po chybné stanovené

diagnodze. (24) Vyuziva se zde, hlavné cefalosporint tfeti generace a penicilinu G. (34)
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Cile prace

Jako cile mé bakalaiské prace jsem si stanovila:

Shromazdit a reSerSné zpracovat odbornou literaturu k danému tématu
Ptipravit piehled o sou¢asném priukazu lymeské borelidzy

Stanovit mnozstvi protilatek u vybranych pacientskych sér
Sérologicky vyhodnotit vzorky pacienti

Ziskat uceleny piehled o priikazu a problematice onemocnéni



3 Metodika

3.1 Biologicky material

Vysetieni pacientskych vzorkii probihalo v mésicich ¢ervnu a srpnu roku 2013 ve
Fakultni nemocnici Plzen na oddéleni sérologie a parazitologie. Jako vzorky mi
k moznému prikazu protilatek LB byl poskytnut jiz odebrany material: sérum, likvor a

punktat.

3.1.1 ELISA test
Je to metoda, kterd je zaloZena na reakci antigen — protilatka. ELISA test lze
rozdélit na:
e Heterogenni nekompetitivni EIA (sandwich), zna¢ena protilatkou
e Heterogenni kompetetivni EIA, znacena protildtkou nebo antigenem

Pomoci téchto metod, dokédzeme stanovit v neznamém vzorku Ag nebo protilatku a

v jaké koncentraci se nachazi.

Je to metoda citlivd, ma pfiznivou cenu vySetfeni 1 dlouhou expiraci komercnich

souprav. (8)

3.1.2 Princip testu EIA

Na povrchu mikrotitra¢ni desticky jsou imobilizovany antigeny, kdy se nasledné po
piidani vzorku navazi specifické protilatky. V dals$im momenté se navaze zvifeci
protilatka proti lidskému (IgM, IgG), kterd je znacena konjugovanym enzymem.
Peroxidazova aktivita je nasledné detekovand pomoci pfidani chromogenniho substratu

s TMB. Pokud je pozitivni vzorek dojde k modrému zabarveni. A po ptidani
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zastavovaciho roztoku reakce se zméni barva na Zlutou. Intenzita zabarveni se zméfi na

fotometru pii vinové délce 450 nm. (31)

3.1.3 Laboratorni vybaveni

K ucelu stanoveni protilatek IgM a IgG ve vzorcich od pacientii byl pouzivan
piistroj DSX- automaticky ELISA systém. Jde o automatizovany systém, ktery je fizen

pocitacem a kde dochazi ke stanoveni na jednotlivych mikrotitracnich destickach.

Obr. ¢. 7: Pristroj DSX-automaticky systém ELISA

(Foceno ve FN Plzen na oddéleni sérologie)

Automatizuje pipetovan vzorki, inkubaci, pfidani reagentli, umyvani a detekci fazi

testu.

Piistroj je vybaven:

8 4 x 2 litrové nadoby umyvaci zasobnik (minimalné musi obsahovat 500ml)
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A Pipetovaci modul — k rozdéleni kontrol, reagencii, vzorkd, standard a

spotfebniho materialu
& Ochranny kryt- uzavird pracovni prostor a pipetovaci modul
8 Absorbaéni modul
Q Umyvaci modul
q 4 x inkubatory
8 Odpadni nadoba
8 Uzaviena zasuvka — vyuziva se pii inkubaci ve tmé
Q Odpadni nadoba na kapalinu
A Nosié¢ vzorki, nosi¢ reagentl, nosi¢ kontrol
A Nosic¢ vzorkovych $picek, nosi¢ reagenénich $picek
Q Odpadni propust’ — aby se dostaly pouzité $pi¢ky do odpadni nadoby
A Plnici odsavaci trysky - kratsi trysky na fluidum a delsi trysky jako odsavaci
A 4 x nosice desticek

Q Ctecka ¢arového kodu

Na tomto pfistroji jsou piedev§im testovany sérum, plasma, likvor, punktat nebo
vzorky obsahujici vétsi casti hmoty (stolice, tkan, kultury), které by mély byt pred

stanovenim prefiltrovany,jinak by doslo u ucpani Spicek.

Spravnou identifikaci vzorku ndm zabezpecuje ¢arovy kod, ktery ma kazdy vzorek
svij vlastni. Na pfistroji mizou byt najednou vysetieny az ¢tyii destiCky (1 desticka
obsahuje 96 jamek, ale vzdy jesté néco zaberou kontroly). Pfistroj obsahuje i Ctyfi

inkubatory, které 1ze jednotlivé nastavit na urcitou teplotu (od +7°C az do 50°C) a kazda
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desticka miize byt béhem inkubace protiepavana. A na kazdé jedné desce mohou

probihat rozdilné testy.

Dale je pfistroj vybaven vedle mist pro vzorky i misty pro reagencie, standardy,
fedici stojany a v neposledni fad¢ i pro jednorazové Spicky. Praveé pipetovani je pomoci
jednorazovych $picek, coz vylucuje moznou kontaminaci. Systém DSX je vybaven i
alarmem, pokud si sami nev§imneme, upozorni nas, ze dochazi néktery z roztokli nebo

pokud dojde k né&jaké chybé.

Systétm DSX je dale vybaven softwarem Relevation, ktery ndm umozZiuje
naprogramovat jednotlivé testy a jejich néasledné spusténi. Obsahuje Assay generator,
kde je moznost vlastniho zaddvani testli pro jednotlivé vzorky ptes Worklist, kde se

zaskrtavaji pozadované testy pro jednotlivé vzorky.

Jakmile se analyzator naprogramuje, pripravi se pocet jamek dle pacientl, zvIast’
se pripravi jamky na IgM a IgG. Vzorky se pied stanovenim promichaji na tfepacce a
pomoci ¢tecky se nactou do programu. Musi se pohlidat zda jde o vzorek séra, punktatu
a likvoru, kde se musi zménit spravné fedéni. Vzorky, reagenty, standardy, kontroly,
spotiebni material, mikrodesticky se vkladaji do pracovniho prostoru dle toho jak nas

navadi pocitaCovy systém na obrazovce.

Jakmile se spusti test, dochdzi k ptfenosu vzorkli ze zkumavek do mikrodesticek,
prediedéni vzorku, dale se rozpipetuji jednotlivé kontroly a standardy do mikrodestic¢ek.
Nasledné¢ dojde k rozpipetovani reagencii a inkubaci mikrodesticky. V DSX systému jde
vSe postupné¢ dle ELISA metody. Po vSech krocich, v neposledni fad¢ jesté¢ dojde

k hodnoceni vysledk.

3.1.4 Reagencie a priprava roztoki

Pouzité reagencie jsou dodavany v komer¢nich setech od vyrobce Test-Line s.r.o.

V soupravach jsou dodavany:
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A mikrodesti€ky s jiz navazanym antigenem 12 x 8 jamek (2 ks)
Q negativni kontrola — lidské sérum bez protilatek proti boréliim (2ml)

A CUT - OFF lidské sérum obsahujici protilatky proti boréliim v hrani¢ni

koncentraci (3ml)
8 Pozitivni kontrola — lidské sérum obsahujici protilatky proti boréliim

Vsechny zde uvedené kontroly (negativni, pozitivni a CUT-OFF) neni tieba

fedit.

q Konjugat — zviteci Ig proti lidskému IgM nebo IgG znaeny peroxidazou

(28 ml), jiz v pracovnim fedéni
8 Redici roztok vzorki 2 — pufr se stabilizatory bilkovin (110ml)

& TMB-Complete 2 — jednoslozkovy chromogenni substratovy roztok,

obsahujici TMB a H,0, (28 ml), jiz v pracovnim fedéni

Q Promyvaci roztok 2 (20 x konc.) — koncentrovany pufr, fedi se 1:19

(promyvaci roztok x destilovany voda), dodavano 150 ml

Q Zastavovaci roztok — jedna se o ziravinu obsahujici H,SO, (1mol/l),

dodavano 28 ml

K naslednému vySetfeni je samoziejmé& zapotiebi je$t¢ odebrané vzorky od
pacientil, které byly dodany do laboratotfe na ptislusné vysetieni. Vzorky na test ELISA
jsou: sérum, likvor a synovidlni tekutiny, které musi byt uchovavany pti +2 az +8 °C,
pokud by se mély uchovat delsi dobu je nutné je zmrazit na -20 °C. Pfed pouzitim se
musi ziedit. Pokud je to sérum, fedi se 1:100 (10 pl vzorku a 1 ml fediciho roztoku), u
likvoru se fedi 1:1 (110 pl vzorku a 110 pl fediciho roztoku), u synovialnich tekutin je
fedéno 1:20 (20 pl vzorku a 400 pl fediciho roztoku) a 1:40 (10 ul vzorku a 400 ul
fediciho roztoku). Pifed samotnym =zaCatkem reakce, se musi reagencie v setu

vytemperovat na laboratorni teplotu a promichat. (31)
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K provedeni testu jeSté vyuzivame:

Jedno a vicekanalové pipety na 10 — 100 pl
e Jednorazové Spicky

e Stopky

e Termostat na 37 °C

e Fotometr pro mikrotitra¢ni desticky

e Promyvaci zatizeni

3.1.5 Pracovni postup

Dnes je jiz vyuzivan hlavné automatizovany systém, ale je mozné i test ELISA

stanovit rucné, pomoci nasledujiciho postupu (31):

» Nejprve si nafedime vzorky: sérum 1:100, synovidlni tekutiny 1:20

(1:40) a likvor 1:1
» Pfipravime si mikrotitracni desticku
o prvni jamka (blank) zlstdva prazdna
o pipetujeme 100 pl negativni kontroly do druhé jamky
o do nasledujich dvou jamek pipetujeme 100 pl CUT-OFF
o do dalsi jedné jamky pipetujeme 100 pl pozitivni kontroly

o a do zbyvajicich jamek pipetujeme 100 pl vzork v odpovidajicim
fedéni

» Prikryje se vickem, a da se inkubovat pii 37°C na 30 minut
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» Poté se odsaji jamky a promyji se 4 krat promyvacim roztokem, na konci

se zbytky roztoku vyklepavaji do savého materialu (buni¢iny)
» Napipetuje se 100 ul konjugatu, a jamka blank stale ztstava prazdna
» Inkubuje se opét pii 37°C na 30 minut a desticky piikryta vickem

» QOdsaji se jamky a promyji se tentokrat 5 krat promyvacim roztokem, na

konci se zbytky opét vyklepavaji do savého materidlu
» Prida se susbstrat s TMB 100 pl, tentokrat i do jamky blank
» Inkubuje se 15 minut na 37°C v temnu a desti¢ka pfikryta vickem

» Po ub¢hlé inkubaci ihned ptidavame zastavovaci roztok 100 ul do vSech

jamek

» K dokonceni uz jen dime fotometricky zméfit pti 450 nm proti blanku.

Fotometricky to musi byt zméfeno do ptl hodiny po zastaveni reakce.

(1)

Hlavné si musime uvédomit, ze pracujeme s potencialné infekénim materialem!

3.1.6 Hodnoceni

Zhodnoceni jednotlivych vysledku vychazi pfimo z pocitace, jako negativni (-),
pozitivni (POZ) a hrani¢ni (HRAN). Hodnoti se to dle indexu pozitivity (IP), ktery je

vypocitavan jako:

IP = abrosbance séra, plazmy, likvoru, synovialni tekutiny / primérna absorbance

CUT-OFF

Pokud je IP mensi nez 0,9 je tento vysledek dany jako negativni. Pokud by hodnota
byla 0,9 az 1,1 jde o vysledek hrani¢ni a pokud by byla hodnota vétsi 1,1 jde uz o

vysledek pozitivni.
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Jedina vyjimka je u vzorkl punktatl, které se jest¢ hodnoti dle jejich fedéni 1:20 a

1:40, dle tabulky uvedené nize (31):

Vzorek Redéni vzorku 1:20 | Redéni vzorku 1:40 | Celkové
IP IP Hodnoceni
Vzorek x mens$inez 1,0 mensinez 1,0 negativni
Vzorek y vétsinez 1,0 mensi nez 1,0 hrani¢ni
Vzorek z vétsinez 1,0 vétsinez 1,0 pozitivni

Tab. €. 2: Vyhodnoceni punktatu
(Zdroj: TEST LINE- EIA, Imunoenzymaticka souprava)

3.2 Western blot

Vyuziva se jako konfirmacni metoda a je vyuzita, pfi hranicnich a pozitivnich
vysledcich u ELISA testu. (14) Je to metoda, kterd je velmi citliva, nadro¢nd, ale dokaze
zjistit 1 drobné mnozstvi specifické protilatky ve vzorku. Zékladem je blotting, kde ma
dojit k pfenosu elektroforeticky rozdélenych protildtek na membranu a znazornénim
protilatky reakci s danym antigenem. Dnes je jiz moznost dodani komerénich souprav,

které snizuji narocnost metody, ale timto se u nich nabyva na cené. (8)

3.2.1 Princip metody

Pouzita souprava Euroline zprostfedkovava stanoveni lidskych protilatek tfidy IgM

a IgG in vitro proti Ag Bbsl v séru nebo plazmé.

Testovaci stripy jsou potazené purifikovanymi Ag. (35,36) Proteinové antigeny se
v prvnim kroku rozdé€li v polyakrylamidovém gelu nejcastéji pomoci SDS-PAGE
(dodecylsulfat sodny). Kdy dochézi k rozde€leni dle jejich molekolové hmotnosti. (30)

Molekulové hmotnosti jsou uvadéné v kDa a jejich poloha na stripu je oznacena
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vyrobci. (13) Nafedéné vzorky se inkubuji s testovacimi stripy. Pti pozitivni reakci, se
navazi protilaitky IgM nebo IgG (i IgA). Pfi néasledné inkubaci dochazi k detekci
protilatek, kde je enzymovym konjugatem znacena protilatka proti lidskému IgM a IgG

a vyvolava barevnou reakei. (35,36)

3.2.2 Reagencie a priprava roztoki

Vzorky pacientl se pied stanovenim musi nafedit v poméru 1:51. Punktat 30 pl +
1500 pl fediciho roztoku, likvor 300 ul + 1200 pl fediciho roztoku a 30 ul séra pacienta
a 1500 pl fediciho roztoku. Vzorky pacientli mohou byt uchovavany az dva tydny pii
teplot¢ +2 az +8°C. Pokud, ale jiz doSlo k jejich nafedéni, mohou byt vzorky

inkubovany pouze jeden den. (35,36)

Jiz dodavany komer¢ni set obsahuje:

A Testovaci stripy — musi se vytemperovat na pokojovou teplotu pied
pouzitim
q Kontroly — je 50x koncentrovana, pfed pouzitim se musi natedit 1:51

univerzalnim pufrem (30 pl kontroly a 1,5 ml pufru)

Q Univerzalni pufr — 10x koncentrovany, pied pouzitim se promichava a
fedi se 1:10 s deionizovanou vodou (destilovanou vodou), na jeden strip
je treba 1,5 ml univerzalniho pufru a 13,25 ml deinizované vody

(destilované vody)

Q Enzymovy konjugat — je 10x koncentrovany, natedi se 1:10, pro jeden
strip je to 0,15 ml anti-lidského IgG koncentratu a 1,35 ml nafedéného

univerzalniho pufru

Q Substratovy roztok — je ihned k pouziti (35,36)
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3.2.3
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Pracovni postup

Z dodéavanych setli, se vyjme jen potiebny pocet testovacich stripli, které se
umisti jednotlivé do prazdnych zlabkli vanicky. Kazdy strip musi byt fadné
popsan.

Do inkubacni vanicky se napipetuje 1,5 ml univerzalniho roztoku do kazdého

kanalku. Pfi pokojové teploté na 15 min., se da na tfepacku
Poté se roztok pomoci pipet odsaje ze zlabku

1,5 ml nafedéné¢ho vzorku se napipetuji do kazdého Zlabku a pii pokojové

teploté se na 30 min. davaji znovu na tiepacku

Pomoci pipety se odsaje po ub¢hlé dobé inkubace veSkery roztok ze zlabku a

promyje se 3x po 5 min. s 1,5 ml univerzalniho pufru na ttepacce

Pipetuje se 1,5 ml nafedéné¢ho enzymového konjugatu do jednotlivych zlabki a

inkubuje se opét pii pokojové teplote, 30 minut na tfepacce

Nasledné se odsaje na tiepacce, vSechen roztok ze zlabka a promyje se 3 krat po

5 min. s 1,5 ml univerzélniho pufru

Po promyti se napipetuje 1,5 ml substratu do jednotlivych zlabki a inkubuje se

10 min. pii pokojové teploté na tiepacce

Odsaje se vSechen roztok ze zlabkil, promyje se 3 krat po 1 min. destilovanou

vodou (eventualné deionizovanou)

Jako posledni krok se jednotlivé stripy nalepi na adhezivni folii zeleného

protokolu, ususi a jsou vyhodnoceny pomoci softwaru EuroLineScan (35,36)
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Obr. ¢. 8: Protokol WB EUROLineScan — vyhodnoceni

(Foceno ve FN Plzen na oddéleni sérologie)

3.2.4 Hodnoceni

K vyhodnoceni se vyuzivéa software EUROLineScan. Kde hodnoceni u tfidy IgM a
IgG se lisi. (35,36) V nalezu se hodnoti proteiny, které se od sebe 1iSi molekulovou

hmotnosti (v kDa). (17)
Vyhodnoceni pro tiidu IgM:

e VISE Bb - rekombinanatné¢ vyrobeny, vysoce purifikovany antigen VISE

Borrelia burgdorferi

e p41 Ba, p39 Ba — elektroforézou purifikovany nativni flagellin (p41) a nativni
BmpA (p39) Borrelia afzelii

e OspC Ba, Bb, Bg — purifikované, vysoce specifické nativi antigeny OspC (p25)
Borrelie afzelii (Ba), Borrelia burgdorferi (Bb), Borrelia garinii (Bg)
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¢ Kontrolni prouzky — anti-lidské IgG nebo IgM, urceni pfitomnosti vySetfované

ttidy protilatek k rozpoznani jedinct se syndromem protilatkové nedostatecnosti

¢ Kontrola — inkubac¢ni kontrola nam ukazuje spravné provedeni inkubace (35)

Pokud by v testu vysel pozitivni prouzek antigenu OspC Ba, OspC Bb, OspC Bg,
jde o pozitivni vysledek protilatek IgM. V nékterych ptipadech mohou protilatky tfidy
IgM s OspC reagovat negativné nebo slabé pozitivné, zda by k tomuto ptipadu doslo,

hodnoti se dle tabulky:

Vysledek protilatek Specifické antigenni prouzky :
p39, VISE Bb
1 prouzek pozitivni Zadny prouzek
OspC Ba Prouzek antigenu pozitivni Pozitivni
nebo pozitivni
OspC Bb OspC Ba nebo OspC pozitivni hrani¢ni
nebo Bg
0spC Bg slabé pozitivni
Prouzek antigenu pozitivni negativni
negativni
Tab. €. 3: Vyhodnoceni Western blotu tfidy IgM
(Zdroj: Navod k testu pro Anti-Borrelia EUROLINE-RN-AT (IgM))
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Vyhodnoceni pro tfidu IgG:

VIsE Ba, Bb, Bg — rekombinantné¢ vyrobené, vysoce purifikované antigeny

VISE z Borrelia afzelii (Ba), Borrelia burgdorferi (Bb) a Borrelia garinii (Bg)

Lipid Ba a Bb — z membranové frakce extrahovany Borrelia afzelii (Ba) a

Borrelia burgdorferi (Bb), Casto v pozdni fazi infekce
p83 Ba — elektroforeticky purifikovany nativni protein z Borrelia afzelii

p41 Bg a p39 Bg — elektroforeticky purifikovany nativni flagelin (p41) a nativni
BmpA (p39) z Borrelia garinii

OspC Bg — clektroforeticky purifikovany, vysoce specificky nativni OspC
(p25) z Borrelia garinii

P58, p21, p20, p19, p18 — vyrobené rekombinantné, vysoce specifické antigeny
Bb

Kontrolni prouzky — anti lidské IgG a IgM, urceni pfitomnosti vySetfované

tiidy protilatky k rozpoznani jedinct se syndromem protilatkové nedostate¢nosti

(36)

Pokud by v testu vysel pozitivni prouzek antigenu VISE Borrelia burgdorferi, jde o

pozitivni vysledek protilatek IgG. V nékterych piipadech miiZzou protilatky tfidy IgG s

VISE reagovat negativné nebo slabé pozitivné, zda by k tomuto pifipadu doslo, hodnoti

se dle tabulky (36):
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Specifické prouzky antigenu:

p18, p19, p20, p21, p58, OspC (p25), p39, p83, Lipid
Bb, Lipid Ba, VISE Bg, VIsE Ba

Vysledek
2 nebo vice 1 prouzek ZAdny prouzek
prouzki pozitivni
pozitivnich
Prouzek pozitivni pozitivni pozitivni
. antigenu
VISE Borelie
ozitivni
burgdorferi P
(VISE Bb) ProuZzek pozitivni pozitivni hrani¢ni
antigenu
slabé pozitivni
Prouzek pozitivni hrani¢ni negativni
antigenu
negativni

Tab. €. 4: Vyhodnoceni Western blotu u tfidy IgG

(Zdroj : Navod k testu pro Anti-Borrelia EUROLINE-RN-AT (IgG))

Dnes nejsou piesna kritéria pro vyhodnoceni Western blotu. Zalezi hlavné, jaké

antigeny se ke stanoveni pouzily (kmen borélie, nativni x rekombinantni). (17)
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4 Vlastni vysledky

Material ke zpracovani mi byl poskytnut ve Fakultni nemocnici Plzen na oddéleni

serologie a parazitologie. Stanoveni probehlo béhem meésicti ¢erven a srpen roku 2013.

Vzorky pacientl byly vysetfeny testem ELISA a pomoci Western blotu. U testu
ELISA jsem vySetfila celkem 90 vzorkli od pacienti s podezienim na onemocnéni
Lymeskou boreliozou. Jednalo se prevazné o vzorky séra, ale i punktati a likvoru. Z
toho bylo 52 vzorkl od Zen a 38 vzorki od muzl. Jak je ukdzané na nize uvedeném

grafu.

ELISA

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Pocet pacientt

/|

Zeny Muzi Celkovy pocet pacientli

Graf. €. 1: ELISA test-pocet vysetienych pohlavi

Kazdy vzorek se vySetfoval zvlast na mikrodesticce na tiidu IgM a IgG,
tudiz 90 vzorkl bylo vySetfeno ve tfidé IgM a 90 vzorku ve tiid¢ IgG. Ve vysledkach
bylo v tfidé IgM 82 negativnich vzorki, hrani¢ni byly 4 a 4 pozitivni vzorky. V tiidé

IgG vyslo 86 negativnich, 4 pozitivni a Zadné hrani¢ni vzorky.
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ELISA
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Gaf. ¢. 2: Vysledky ELISA testu

V testu Western blot, jsem dohromady vysetila 98 vzorkd. Zen bylo
vysetfeno v testu WB celkem 52, muzi bylo 46.

Western blot
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Muzi  Celkem vysetfovanych pacientli

Graf €. 3: WB — pocet vySetfenych pohlavi
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Jako u testu ELISA, 1 zde bylo pfevazné vySetfovano sérum, méné pak
likvor a punktaty. Vzorkii sér bylo vySetfeno celkem 65, dile bylo 27 vySetfenych
likvortia 6 punktata.

Western blot

B Sérum
= Punktat
Likvor

Graf ¢. 4: WB — vySetené vzorky

V testu WB vyslo 40 negativnich vzorkt celkové v tfidé IgM a IgG. V tidé
IgM vyslo 5 hrani¢nich a 18 pozitivnich vzorki. A v tfidé IgG vysly vysledky jako 5

hrani¢nich a 30 pozitivnich vzorki.
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5 Diskuze

Pouze asi polovina z pacientil si pamatuje, Ze u nich doslo k pfisati klistéte, dalsi
¢ast si uvédomuje, Ze byli postipani né¢jakym hmyzem a zbytek si nevzpomina na zadny
mozny zpusob, jak by mohlo k ptenosu dojit. (3)

Na nize uvedeném grafu, ktery je od roku 2006 az do roku 2013, mizeme vidét
procento pozitivnich klidtat na borélie. Nejvice pozitivnich klistat v CR bylo roku 2012

(18%), nasledn& rok 2011 (17%), 2006 (16%), 2007 (15%) a 2013 (15%).

Borelie
Procenta pozitivnich kliStat

20%
18%
16%
14%
12% [
10%
8%
6% [~
4%
2% [

e kS,

2006 2007 2008 2008 2010 2011 2002 2013 2006-2013

Graf. ¢. 6: Procento pozitivnich klistat, rok 2006-2013
(Zdroj: http://kliste.cz/clanek/51/vyskyt infikovanych klistat v_jednotlivych letech)

Na dal$im grafu Ize vidét kolik bylo v roce 2012 nakaZenych kliSt'at v procentech,
dle jednotlivych krajii v Ceské Republice. Jak miizeme vidét, nejvice jich bylo v kraji
Karlovarském, Kralovehradeckém, Olomouckém a nejméné pak v oblasti kraje

Pardubickém, Zlinském a Plzenském.
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Borelioza - % nakazenych klistat
1-10%
B 10 - 20 %
B >20%

TAmF .
Obr. ¢. 9:Vyskyt nakazenych klistat dle jednotlivych kraji
(Zdroj: http://tn.nova.cz/bin/mobile/index.php?article id=397081)

Je dilezité, aby oSetfujici I€kat posoudil mezi sebou klinické nalezy a vysledky
laboratornich testti. (24) Pokud by pacient, ale m¢l vytvoreny erythem nebo boreliovy
lymfocytom, kdy tyto klinické piiznaky opravdu vykazuji, Ze jde o LB, I€kaf neni

povinnen ¢ekat na sérologické testy a mlize i bez toho podat antibiotickou 1écbu. (33)

Jinak posouzeni klinickych pfiznakii a sérologickych testli je velmi dulezité, u
pacientl, ktefi nemuseji mit klinické ptfiznaky nebo maji ptiznaky, které¢ ale mohou
poukazovat i na jiné onemocnéni. V tomto ptipad¢ by se 1€kat nemél rozhodnou, aniz
by je mezi sebou neposoudil a tim vyloucil jiné mozné pficiny. I kdyZ i to se mliZe stat v
dnesni dobé, kdy uz je diagnostika rozsifenéjsi a o nemoci se vi vice, piesto dochazi k
tomu, ze 1ékar predepise pacientovi 1écbu antibiotiky, aniz by blize specifikoval, ze jde

o lymeskou boreliézu.
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Pfi interpretaci vysledkil si musime uvédomit, Ze tvorba protilatek na pocatku

onemocnéni - v ¢asné fazi je pomaly. (31)

Protilatky tfidy IgM se objevuji aZz po pfiblizné¢ 2 tydnech, kdy nemusi byt
detekovatelné. Jejich vrchol miize zacinat v 3. tydnu a pokracovat az do 8. tydne, kdy
pak nasledn¢ mohou klesat. Zato protilatky IgG se zvySuji kolem 6. tydne od nékazy. A
to jakou mé pacient vysku titru, nemusi odpovidat tomu, jak probiha onemocnéni, ¢i Ze

jde o onemocnéni LB. (16)

Musime si uvédomit moznou zkiiZzenou reaktivitu, kterd v tomto pifipadé muze
Casto nastat prikladn€ s treponemami a leptospirami. Nebo 1 u faleSné pozitivity IgM,
kterd je spojend s infek¢ni mononukledzou, sklerodermii nebo u systémového lupus
erythematodes. (33) Pokud by se objevily protilatky tfidy IgM a IgG, nemiiZeme si byt
jisti, ze jde o LB, jelikoz se miizeme setkat s pozitivitou IgM ptiblizné u 2-3% zdravych
lidi a s pozitivitou IgG u 10% zdravych lidi. (34) Casto mize dojit i k tomu, Ze dlouho

po nakaze jsou protilatky v séru stdle prokazatelné. Pokud ma pacient uvedené v
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Obr. €. 10: Schématicka dynamika tvorby protilatek

(Zdroj: Imunoenzymatické soupravy k diagnostice LB — TestLine)
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Pokud ptedpoklddame pii ELISA testu u negativnich IgM, ale pozitivnich IgG
protilatek, Ze by mohlo jit o ¢asné stddium nemoci, tak k tomuto Ucelu slouzi metoda

WB. Pro pozdni stddium nemoci je typicka pozitivita IgG a anti VISE IgG. (23)

Sérologické vysledky mohou byt do 8. tydne stale negativni a n¢kdy i natrvalo.
Muze dojit 1 k ptipadl, kdy se neprokdzou IgM protilatky, a jsou pouze prokazatelné
IgG. Prave pro Casnou fazi infekce je typicke, Ze protilatky nejsou pfitomné v séru nebo
to nastava i po Casné 1écbé antibiotiky. Proto je doporucovano, aby se odbér opakoval

minimalné po 4. tydnech. (16)

Dle vysledkd, které mi vysly, byly Zeny vySetiovany Castéji nezli muzi, jak v testu

ELISA, tak i v testu Western blot.

Podavana antibiotika na onemocnéni LB se doporucuje brat maximalné po dobu
Ctyt tydnt, déle ne. U Casného onemocnéni je jednoznaén€ doporuc¢ovano podéavani
doxycyklinu, u lidi ktefi ho nemiizou uzivat se podava azitromycin nebo claritromycin.

(33)

K onemocnéni LB by se dalo fict, ze je tézko diagnostikovana, hlavné v pripad¢, ze
pacient nema klinické pfiznaky, hlavné typické pro LB a mohlo by jit o jiné
onemocnéni. Proto by se mélo velmi dbat na srovnani pfiznakl a sérologickych testd,

aby se vyloucily jiné mozné pficiny.
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6 Zavér

Lymesk4 borelioza se fadi mezi antropozoondzy. Jde o onemocnéni, které je
roz§iteno v oblasti Evropy, Asie a Severni Ameriky. Jako vektorem se dnes oznacuji
piedevsim klist’ata, v nasi oblasti Ixodes ricinus. (20)

Pokud se klisté pfisaje na télo hostitele a jestlize obsahuje borélie, tak zavisi na
dobé prisati klistéte, nez se dostane do téla, tedy ¢im déle, tim vétsi pravdépodobnost,
ze se dostane do téla. A proto u lidi, ktefi jsou vice ohrozeni nakazou LB jako jsou
piikladné lesnici, kteti se b&hem své pracovni doby pohybuji v lokalitdich, kde se
klistata vyskytuji, by se dalo doporucit, tak jako pro ostatni lidi, Ze by mély: mit dlouhé
kalhoty nejlépe zastrcené ve své obuvi, dale nosily dlouhé rukavy, vyuzivaly dostupné
repelenty a vzdy po ptichodu domt si prohlidly své télo. Jelikoz v dnesni dobé neni
mozn¢é se proti LB oCkovat. A i kdyZ je znamy patogen, ktery zptisobuje LB, stale neni
ockovani proti této nemoci.

Pomoci pfimych a nepfimych metod je mozné stanovit hladiny boreliovych
protilatek tfidy IgM a IgG, i kdyz vzdy neni jednoznacné, zda pokud jsou pozitivni
vysledky, ze se skutecné jedna o LB a ne o jiné mozné onemocnéni. Jsou piipady, Ze
hladiny téchto uvedenych imunoglobulini nemusi byt pozitivni a pfesto u pacienta
probihé infekce LB.

Z metod pro diagnostiku se dnes nejvice vyuziva ELISA testu a konfirmacéni
metody Western blot, kterd se vyuzivd ptedev§im k zhodnoceni vzorki, které byly
vysetiované ELISA testem a kde vysledky vysly nejasné.

Dnes je jiz 1é¢ba dostupnd v podob¢ antibiotik, a ¢im diive se za¢ne s jejich 1écbou
tim 1épe pro pacienta. Zda je 1é¢ba podavana v Casném stadiu vyuziva se doxycyklinu,
azitromycinu nebo claritromycinu. V pozd€jsi fazi je to potom penicilin G a

cefalosporiny druhé a tieti generace.
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