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Problematika laboratorniho vySetieni u onemocnéni Lymeskou
boreliézou

Abstrakt

Lymeska borelioza je multisystémové infekéni onemocnéni pienaSené nejéastéji
klistaty rodu Ixodes. V Ceské republice pak konkrétné klistaty Ixodes ricinus.
Pivodcem tohoto onemocnéni je komplex spirochetalnich bakterii Borrelia burgdorferi
sensu lato. Incidence onemocnéni je pomérné vysoké a kazdoroéné je v Ceské republice
hlaseno nékolik tisic pfipadii. Pfestoze jsou poznatky o lymeské borelioze v soucasné
dob¢ pomérné rozsahlé a nadale probiha intenzivni vyzkum, tak se nazory odbornikii na
tuto problematiku stale vyvijeji. Diagnostikovat lymeskou boreliézu je téz ponékud
obtizné. Zejména kvili riznorodym, nékdy i nespecifickym klinickym ptiznakim, které
Casto zpisobuji 1ékaiim potize ve stanoveni spravné diagnozy. ProtoZe neni doposud
k dispozici G¢inna vakcina, jedinou moznosti, jak omezit riziko nakazy, je disledna

ochrana pred klist’aty.

Tato prace se snazi shrnout soucasné poznatky o historii, etiologii, epidemiologii,
patogenezi, klinickém pribéhu, prevenci, terapii, a diagnostice lymeské boreliozy.
Pacienti s podezienim na lymeskou boreliozu byli testovani pomoci dvoustupiiového
testu. Nejprve metodou ELISA a nasledné u pozitivnich a hrani¢nich pacientt
konfirmacni metodou Western blot. Vysledky mé prace potvrdily obecné zndmou
skutecnost, ze lymeska borelioza je infekce sezonniho charakteru. Vyssi pocet
pozitivnich vzorkidl v letnich mésicich souvisi se zvySenou aktivitou klistat v tomto
obdobi. Velmi zajimavé jsou ale vysledky odkazujici na slozeni pacientli podle
veékovych skupin a také rozdily poctu nakazenych podle pohlavi. Konkrétnéji pak vyssi

pocet pozitivnich vzorkil u Zenské populace.
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Problems of laboratory examination in Lyme disease

Abstract

Lyme borreliosis is a multisystem infectious disease most often transmitted by ticks of
the genus Ixodes. In the Czech Republic, specifically by ticks Ixodes ricinus. The
initiator of this disease is a complex of spirochetal bacteria Borrelia burgdorferi sensu
lato. The incidence of the disease is relatively often as several thousand cases are
reported in the Czech Republic every year. However the knowledge about Lyme
borreliosis is relatively extensive and simultaneously an intensive research is constantly
ongoing, the opinions of experts on this issue are still unfolding accordingly. So far, it is
still rather difficult to diagnose Lyme disease, especially because of the various and
sometimes non-specific clinical symptoms that might often lead to failure in diagnosis.
As no effective vaccine has yet been developed, the only way to reduce the risk of

infection is prevention and protection against the ticks.

This work investigates and summarizes current knowledge about the history, etiology,
epidemiology, pathogenesis, clinical course, prevention, therapy, and diagnosis of Lyme
disease. Patients suspected of having contracted Lyme disease were tested using a two-
level screening, firstly by applying ELISA method in order to select either positive
patients or patients with uncertain results so that a confirmation Western blot method

could follow subsequently.

The outcome of my work confirmed the well-known fact that Lyme disease is seasonal.
The higher number of positive samples in the summer months is related to the increased
activity of ticks during this period. However, the results of positive patients who are
divided into groups by age or gender represent very interesting findings. Particularly the

higher incidence of the positive samples can be found among women.
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Lyme disease; erythema migrans; Ixodes ricinus; Borrelia burgdorferi sensu lato;
ELISA; Western blot
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Uvod

Lymeskd borelidza je multisystémové infekéni onemocnéni, které je zpiisobené
komplexem gramnegativnich spirochetalnich bakterii Borrelia burgdorferi sensu lato.
Zdrojem infekce pro toto onemocnéni jsou bakterie pienaSené nejcastéji klistaty rodu
Ixodes, u nas je pienaseCem klisté obecné, tedy Ixodes ricinus. Rezervoarem LB jsou
predevsim drobni hlodavci, ale i vysoka zvér a ptaci. U ¢lovéka se infekce vyznacuje
celou $ifi klinickych manifestaci od lehkych koznich forem, az po zavazné postizeni
organti a nervové soustavy. Na zaklade¢ klinickych projevil rozliSujeme ¢asnou a pozdni
fazi. Lécba je zahdjena neprodlen¢ po zhodnoceni klinického stavu a laboratorni
diagnostice pacienta, a to podanim vhodnych ATB. Laboratorni diagnostika pro toto
onemocnéni je zalozena na klinickém obraze, anamnéze a laboratornich testech. Pro
laboratorni diagnostiku lymeské borelidozy jsou vyuzivany pfimé a nepiimé metody.
Mezi ptimé diagnostické metody patii napiiklad kultivace borelii, hybridizace,
imunoelektronovd mikroskopie a metoda PCR. Mezi metody nepifimé pak tadime
metodu nepiimé imunoflurescence, metodu ELISA a Western blot. Nejbéznéjsi
diagnostickou metodou je screeningové stanoveni hladiny specifickych protilatek tiidy
IgG a IgM metodou ELISA a nasledna konfirmace pomoci imunoblotu. V soucasné
dobé je lymeska borelidza oznacovana jako nejcastéjsi diagnostikovana antropozoonoza
na uzemi Evropy a Severni Ameriky. V Ceské republice je kazdoro¢né hlaseno nékolik

tisic pripadt tohoto onemocnéni (Barttiingk, 2013).



1. TEORETIKA CAST

1.1 Historie

Prvni zminky o lymeské borelidze byly v literatuie popsany roku 1883 némeckym
dermatologem Alfredem Buchwaldem, ktery publikoval popis koZnich zmén a oznadil
je jako acrodermatitis chronica atrophicans (ACA). O nékolik let pozdéji byly popsany
erythema migrans (EM) po pfisati klistéte a kozni projev oznacovany jako boreliovy
lymfocytom. Pozdéji byly vedle koznich projevi popsany i jiné projevy, a to postizeni
dalsich organii (Bartin¢k, 2013).

Erytém, ktery se dale rozsifoval, nazyvany erythema chronicum migrans (ECM),
byl popsan v roce 1913 dermatologem z Rakouska Benjaminem Lipschiitzem. Obrat ve
vyzkumu nastal roku 1975, kdyz se profesor A. Steere a W. Burgdorfer spolu s dalimi
vyzkumniky zaméfili na epidemicky vyskyt zanétlivé artropatie u 39 déti a 12
dospélych, ktera propukla v oblasti poblizZ méstecka Old Lyme v Connecticutu v USA
(Krejsek et al., 2016).

Klinicky obraz se velmi podobal juvenilni revmatoidni artritidé, ovSem napadny
byl jejich sezonni vyskyt a pfitomny erytém. Dal§im pozorovanim bylo zjisténo, ze v
této oblasti je zvySeny vyskyt klistat typu Ixodes dammini. Diky témto studiim a
naslednym poznatkim byla popsana lymeskd nemoc. Roku 1982 byla objevena
spirocheta fazena mezi borelie. Podle svého ptivodce byla pojmenovana jako Borrelia
burgdorferi. Pozdgji roku 1987 bylo toto onemocnéni oznaceno jako lymeska borelioza
(Bartinek, 2013).

1.2 Etiologie onemocnéni

Puvodce LB zafazujeme do celedi spirochet — Borrelia burgdorferi. Diive
nazyvana téz jako patogen Borrelia burgdorferi sensu lato zahrnuje ptes vice nez 10
genotypi, které jsou definovany geneticky podle jejich bakteridlnich genomt tzv.

genomospecies. Pozdgji byly popsany také dalsi blizce ptibuzné druhy. Z celosvétového



hlediska se na etiologii LB podili nejcastéji Borrelia burgdorferi sensu stricto

napadajici zejména kloubni a nervovy systém (Ktupka et al., 2008).

V Ceské republice pak prevazuji jiné druhy, zejména Borrelia afzelii (Sast&ji kozni
manifestace) a Borrelia garinii (Castéji neurologické projevy). DalSimi dnes jiz
znamymi druhy borelii, patogennimi pro ¢lovéka, jsou napiiklad B. lusitaniae, B.
valaisiana, B. spielmanii, B. bavariensis, B. kurtenbachii. Nékteré druhy byly ale
objeveny pouze v klistatech — B. japonica, B. sinica, B. tanuki, B. bissettii a mnoho
dalsich. Borelie na svém povrchu nesou antigeny OspA-G, ale pouze u A-C jsou
objasnény funkce jako jsou faktor virulence, faktor pfenosu a nasledného pieziti
v klistéti (Prokes, 2015a).

1.2.1 Mikrobiologie

Borelie ze skupiny Borrelia burgdorferi s.l. jsou gramnegativni, mikroaerofilni
bakterie ze skupiny spirochet, pro které je typicky protahly, spiralovité stoceny tvar o
rozmérech 4-30 pm x 0,2 pm. Bunénd sténa sestavad ze tii vrstev, vnitini
vyznacuji bi¢iky na obou koncich svého téla, které jim umoziuji se pohybovat
Sroubovitym pohybem. Pocet bi¢ikll je 7-9, tim se vyrazné 1i$i od ostatnich patogennich

borelii, které maji 15-20 bicikt (Bartiin€k, 2013).

Borelie dokazou vyvinout rychlost ptesahujici 2 mm/minutu. Timto zpisobem
pohybu je boreliim umoznéno piekonat epitelidlni bariéru a také vysoce uU¢innou
hematoencefalitickou bariéru. Maji také schopnost pronikat do bunck, napiiklad do
fibroblastli, makrofagii a dendritickych bunék a tam posléze prezivat. Diky své
nekompletni metabolické vybavé (ve které chybi enzymy pro syntézu AMK, MK a
nukleotidii) jsou borelie odkazané na hostitelsky organismus a nejsou proto schopny
rist ve vnéjSim prostfedi. Borelie jsou pfizpisobené na nizké hladiny Zeleza, jejichz
aktivni snizovani v télnich tekutinach je hlavnim mechanismem nespecifické
protibakterialni obrany hostitele. Zajimavou a doposud ne zcela objasnénou vlastnosti
borelie je schopnost tvofit rtizné,, non-spirdlni“ formy. Pii tomto jevu miiZzeme u
klasické spinalni formy borelie pozorovat tvorbu cystickych forem a odskrcovanych

vackl obsahujicich cytoplazmatické slozky napiiklad v disledku vystaveni nizkému
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pH, nedostatku nutri¢nich hodnot, nebo nizkému osmotickému tlaku. Tento jev miizou
borelie vyuzit pti ukryvani pted neptiznivymi faktory (ATB, plisobeni imunitniho
systému), ale také pti mikroskopickém priikkazu borelii. Pfi zménach vnéjSich podminek

se borelie umé;ji transformovat zpét do pohyblivych spirochet (Kiupka et al., 2008).

Mikroaerofilni borelie se mnozi a rostou ve vysoce obohacené komplexni ptdé
(BSK-H Sigma) a jejich generacni doba rlstu je pfiblizn¢ 12-18 hodin (Bartingk,
2013).

1.2.2 Epidemiologie

Lymeska borelioza je v Evropé a ve Spojenych statech nejcastéji se vyskytujici

onemocnéni S prirodni ohniskovosti, které je prenaseno vektorem (Shor et al., 2019).

Rezervoarem LB je ptes 200 druhti savcu, ptakd (zejména drobnych pévci) a
plazi. Typickymi zastupci jsou nékteré druhy drobnych hlodavcu-v Evropé a Asii
zejména mysice (Apodemus spp.). Borelie byly izolované také u domestikovanych a
divoce Zijicich zvifat. Clovék je vSak pouze ndhodnym hostitelem. Nejvyznamngjsim
vektorem jsou klistata rodu Ixodes a vSechna jejich vyvojova stadia (larva, nymfa).
V Evropé se jedna o klisté¢ obecné Ixodes ricinus, v USA o |. dammini a I. pacificus a
v Asii o |. persulcatus, nebo I. ovatus. Velmi dilezity je transstadialni ptenos —larva-
nymfa-dospélec. V CR je uvadéno 6 % infikovanych larev, 4-15 % nymf a 9-43 %
dospélcu. Borelie byly také prokazany v nékterych druzich hematofagniho hmyzu,
avsak pienos na ¢lovéka nebyl dosud prokazan. Pfedpoklada se, ze B. burgdorferii neni
plné adaptovana na vnitini prostiedi téchto druhti hmyzu a pteziva zde jen nékolik dni.
Dal§imi moznymi pfenosy jsou pienos transovarialni, ktery neni epidemiologicky
vyznamny, a potfisnéni kize télnim obsahem klistéte v misté koznich mikrotraumat
(rozmackani klistéte mezi prsty), ale i neporuSenou kuzi. Popisuje se také
transplacentarni prenos, ale nejsou zde popsany Zzadné z teratogennich G&inkt. V CR ma
toto onemocnéni zejména sezénni charakter, ktery souvisi s aktivitou klistat, zejména

pak v letnich mésicich (Prokes, 2015b).

V Ceské republice je rocné hlaSeno nékolik tisic ptipadi onemocnéni LB. V roce

2019 se onemocnéni objevilo u 4105 osob. Incidence tohoto onemocnéni ma za
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posledni roky setrvaly trend s lehkymi meziroénimi vykyvy. Vyvoj nemocnosti LB
v letech 2010-2019 znazoriuje graf 1. Nejvétsi pocet infekei byva hlasen v 26. az 31.
tydnu roku, coz je zpusobeno dlouhou inkuba¢ni dobou. Infekce nejvice ohrozuje déti
ve véku 5 az 9 let a dospé€lé osoby nad 55 let. Nejvice infikovanych osob byva hlaseno v
kraji Vysocina, dale pak v JihoCeském, Libereckém, Olomouckém a Zlinském Kraji.

(SzU, © [2019]).
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Graf 1: Vyvoj nemocnosti LB v letech 2010-2019 (Zdroj: SZU, © 2019)

1.2 Patogeneze
1.3.1 Pienos borelii do organismu

Aby byly borelie schopné osidlit travici trakt klistéte, musi se béhem svého
vyvojového cyklu vyrovnat svelmi odliSnymi podminkami okolniho prostiedi.
Presunuti borelii z traviciho traktu (stfedni Casti stfeva) do slin klistéte je dano zménou
pH a zménou teploty. Po nasati krve se pomoci slinnych zlaz dostanou do krevniho
obéhu hostitele, kde musi uniknout imunitnim mechanismim a nasledné se rozs$ifit do
cilovych organil. Tento d&j trva obvykle n€kolik hodin. Pro vznik infekce je rozhodujici
také davka mikrobt, ktera je zavisla na délce sani. Pod 6 hodin je pfenos méné
pravdépodobny, ale se vzristajici dobou pfisati nebezpeci nékazy roste. V jediném

klistéti mize byt totiz az pul miliont infekénich zarodkd. Rizikovym zdrojem nakazy
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mohou byt také prisata vyvojova stadia (larva, nymfa), protoze je vzhledem k jejich
velikosti miizeme snadno piehlédnout. Velmi vyznamna je u borelii piesna regulace
exprese povrchovych proteint, tzv. Outer surface proteins (Osp). Na povrchu borelii v
travicim traktu kliStéte jsou exprimovany zejména proteiny OspA a OspB, které zde
zastupuji funkci adhezivnich molekul. Pti sani krve je exprese téchto proteinil snizena a
zvysi se naopak exprese proteinu OspC. Ten umoznuje boreliim pfechod z traviciho
traktu do slinnych zlaz. Schopnost antigenu OspC je vazat imunoregula¢ni protein
Salp15, ktery je obsazeny ve slinach klistéte, ¢imz pomaha bakteriim odolat imunitni
reakci hostitele v inicialni fazi infekce. V diseminované fazi choroby se zna¢né¢ snizuje
exprese proteinu OspC a zafind se objevovat protein VISE. VISE je vyznamnym
lipoproteinem na povrchu borelie, vyznacujici se vysokou antigenni variabilitou
podminénou genovou rekombinaci multidoménového VISE genu. Expresi VISE borelie
aktivné omezuji specifickou imunitni odpovéd’ hostitele a mohou tak piejit do chronické
faze infekce, kde borelie dale exprimuji molekuly vazajici H-faktor. Ten je zapojeny do
regulace aktivace komplementu a pomaha tak uniknout mechanismim nespecifické
imunity. Zafazujeme sem povrchové proteiny Erp (OspE/F related protiens). Borelie
také exprimuji adhezivni molekuly, které jim umozni uchyceni v pojivové tkani.
Nejvyznamnéjsi z nich jsou tzv. Decorin binding protein (Dbp) A a B, Borrelia
glycosaminoglycans binding protein (Bgp) se na povrchu borelii opét objevovat
adhezivni proteiny OspA a OspB (Kiupka et al., 2008).

wBorelie jsou nespecifické a naprosto vyjimecné organizaci svého genomu. Na
rozdil od jinych bakterii, u borelii tvori extrachromozomdlni informace tretinu
kodovanych gen:i. Borelie nesou linearni chromozom, ktery je netypicky pro bakteridlni
buriku. Dalsi zajimavou a velmi netypickou vlastnosti je, Ze nesou celou radu jak
cirkulujicich, tak linedarnich plazmidii, na kterych je kodovina celd rada genii nutnych
pro preziti a infekciozitu. Napriklad bez plazmidu cp32 je borelie neinfekcni.
(Kiupka, 2019)
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1.3.2 Imunitni odpovéd’ organismu

V obran¢ organismu pied boreliemi se uplatiiuji faktory bunééné a protilatkové
odpovéd’ organismu, patii povrchové proteiny Osp (OspA, OspB, OspC) a flageliny
(bi¢ikové antigeny). Povrchové antigeny (Osp) maji celou fadu funkci. Jednou z nich je,
ze vazi plazminogen, diky kterému se borelie mohou diseminovat do krve. Patogenni
borelie poté stimuluji monocyty ke zvysené sekreci urokinazy potiebné k aktivaci
plazminu, ktery pomaha boreliim pronikat do endotelu. Dalsim imunogenem je flagelin
(bicikovy protein). Protilatky proti flagelinu B. burgdorferi mohou reagovat zkiizené
s bilkovinami CNS a podilet se tak na poskozeni tkani a organt. Hostitel si proto tvoii

v Casné fazi infekce proti tomuto proteinu protilatky téidy IgM (Bartingk, 2013).

Protilatky proti LB se zacinaji objevovat pomérné pozdné, tj. nékolik tydni po
nakaze. Tvorba protilatek téidy IgM zacina po 2—4 tydnech a je nasledovana tvorbou
protilatek tiidy IgG, které jsou detekovatelné od 4. az 8. tydne (Steere, 2010).

Pretrvavaji dlouhodobé¢ a jejich samotny nalez po onemocnéni je fyziologicky a
sam o sob& neni divodem k opakovani antibiotické 1é¢by. Protilatky tiidy IgM mohou

pietrvavat v organismu dlouho po infekei, uvadi se i roky (Madigan et al., 2015).

Obecné se pozitivita v séru u 0sob v CR pohybuje v rozmezi 10-15 %. V nékterych
profesich, napt. u lesnich délnikd, je vSak séropozitivita vyss$i. U vSech osob neni
pfi¢inou aktivni onemocnéni LB, ale pouze pfitomnost pamétovych protilatek.
Pamétové protilatky organismus vétsinou vytvoii jako reakci na antigenni podnét, aniz
by doslo ke klinické formé tohoto onemocnéni. Dal$im divodem pozitivity protilatek
muze byt zkiizena protilatkova odpovéd na jiné spirochetalni bakterie (Rohacova,

2013).

1.4. Klinické pFiznaky

Klinické pfiznaky jsou u onemocnéni LB velmi rozmanité. Onemocnéni se
rozdéluje do 3 stadii. Prvnim stadiem je casné lokalizované stadium, jehoz

nejtypictéjsim projevem je erythema migrans (EM). Nutné je vSak zduraznit, ze ne u

14



vSsech nemocnych, u kterych posléze dojde Kk projevim dalsich stadii, je migrujici

erytém v anamnéze (Hildenbrand et al., 2009).

U prvniho stadia se mohou projevovat i dalsi nespecifické potize, kterymi jsou
chiipkové ptiznaky ¢i lymfadenitida. Beéhem nasledujicich tydnli az mésict prechazi
infekce do druhého ¢asné¢ diseminovaného stadia S moZnymi projevy akutni
neuroborelidzy, postizenim muskuloskeletalniho aparatu a ktze tzv. boreliového
lymfocytomu, nebo sekundarniho EM. Vzacné jsou také kardialni ¢i o¢ni formy
postizeni. Ve tietim stadiu pozdni diseminace je charakteristickd zvySena tinava, mize
byt postizena rovnéz nervova soustava, dale mize dojit ke koznim projevim ve forme
acrodermatitis chronica athropicans (ACA) i Kk chronickym zanétlivym postizenim
kloubt (lymeska artritida). Postizeni nervové soustavy pii LB je pomérn¢ casté. Uvadi

se, Ze nervova soustava je postizena V 10—15 % vSech pfipadii onemocnéni LB (Benes,

2009).

Bylo zjisténo, Ze se u pacientd mohou vyskytovat symptomy vice stadii zaroven,
nebo se mize onemocnéni jiz od poc¢atku manifestovat symptomy dalSich stadii. V
nékterych piipadech mohou pfiznaky vymizet spontanné bez 1écby a neptechazet do
chronické formy. Pribéh onemocnéni byva tedy vzdy individualni a velmi variabilni.
Infekce nejcastéji postihuje kuzi, ale také muskuloskeletalni a nervovy systém.
Inkubaéni doba se lisi dle jednotlivych forem pribéhu onemocnéni. V chronickém

stadiu se muze jednat o tydny az roky (Rohacova, 2005).

1.4.1 Casné lokalizované stadium

Casné lokalizované stadium je prvni fazi onemocnéni LB. Toto stadium infekce se
vyskytuje u 30-80 % infikovanych a ma klinicky velmi charakteristicky vzhled. V misté
piisati se objevuje erytém v podobé rtzové ¢i Cervené skvrny nazyvany erythema
migrans (EM). Dalsim projevem muze byt také boreliovy lymfocytom (BL) (Lacina et
al., 2011).
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1.4.2 Casné diseminované stadium

Pro toto stadium je charakteristicky hematogenni vysev borelii do celého
organismu, ktery se vyskytuje v prabéhu nékolika dnti az tydnt po infikovani

organismu (Votava, 2003).

Typickym koznim projevem je erythema multiple, vyznacujici se piitomnosti dvou
a vice EM. Pravdépodobné jde o disledek diseminace borelii z primarniho loziska,
pfiCemz sekundarni 1éze jsou bledsi, menSi a objevuji se po nékolika dnech po
primarnim EM. Obvyklé byva také postizeni neurologického, revmatologického,
dermatologického a kardialniho rozsahu. Dalsi organové manifestace jsou jiz vzacnéjsi,
naptiklad u postizeni oka. Kromé postizeni konkrétnich orgdnt byva LB doprovazena
Casto také nespecifickymi projevy (Ginava, subfebrilie, bolesti hlavy, svald, kloubu,
lymfadenitida...), které se mohou objevovat také v ¢asné lokalizovaném stadiu (Prokes,

2015a)

1.4.3 Pozdni diseminované stadium

Projevy tohoto stadia se objevuji v fadu mésicu az let. Typickym znakem je
chronické postizeni ktize, oznacované jako chronicka atroficka akrodermatitida (ACA).
ACA piedstavuje pfiblizné 1 % vSech koZznich manifestaci. RozliSujeme zanétlivou a
atrofickou fazi. Zanétliva faze pozdéji prechazi do faze atrofické, kde je postizena kuze
pfirovnavana k cigaretovému papiru a prosvita Zilni kresba. Kromé koZnich manifestaci
se mohou vyskytovat i jiné projevy, naptiklad lymeska artritida, lymeské karditida,

polyneuropatie nebo chronicka uveitida (Prokes, 2015b)

1.5 PostiZeni jednotlivych systémii
1.5.1 PostiZeni kiiZe

Kozni formy LB jsou ve srovnani s ostatnimi manifestacemi onemocnéni
nejcastéjsi a vyskytuji se ve vSech stadiich onemocnéni. Jsou reprezentovany
dermatézami, u kterych je jedinym ptivodcem Bb, a dermatézami u kterych je kromé

etiologického agens Bb i1 né&jaka dalsi pricina. Do prvni skupiny dermatoz fadime
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erythema migrans (EM), boreliovy lymfocytom (BL) a acrodermatitis chronica
atrophicans (ACA). Do druhé skupiny mtzeme zatadit lichen sclerosus et atrophicus,
nebo nékteré druhy sklerodermie (cirkumskriptni). Z koznich bioptickych vzorka jsou
nejcastéji izolovany druhy Borelie afzelii (az 75 %). Obecné jsou kozni postizeni
pomérné dobie l1éCitelné (S vyjimkou atrofické faze ACA) a byly popsany mezi prvnimi
ptiznaky LB (Bartin¢k, 2013).

1.5.1.1 Erythema migrans

EM se projevuje ptiblizn¢ 7-10 dni po prisati klistéte. Inkubacni doba u EM se
udava mezi 3 az 180 dny. Erytém se v misté prisati klistéte postupné zvétSuje a miizeme
pozorovat také centrdlni vybled — prstenec S§ifici se smérem do okrajii. Diagnézu
podporuje primér erytému alespoil 5 cm, dosahovat mize ale i nékolika desitek
centimetrt. U déti mize byt vyskytujici se erytém mensi. EM nevystupuje nad povrch
kize, nebyva bolestivy a mize mirné svédit. Postizena klize mize byt na pohmat
teplejsi a citlivéjsi. Az u poloviny nakazenych byvaji popisovany systémové piiznaky —
unava, malatnost, cephalea, artralgie. Rozlisujeme 3 druhy EM. EM piedstavuje az 85
% vsech koznich forem a bez 1é¢by vymizi do né¢kolika tydnti ¢i mésicti. Po antibiotické

1é¢bé pak za nekolik dnti (Prokes, 2015b).

U primarnich EM rozliSujeme 3 klinické typy:

1. Erythema migrans maculare — homogenni, bez centralniho vybledu (obr. 1)
| ¥

.‘;"

Obrazek 1 Erythema migrans maculare (Zdroj: Prokes, 2015)
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2. Erythema migrans annulare — centralni vybled, ¢erveny lem na okraji (obr. 2)

Obrdazek 2 Erythema migrans annulare (Zdroj: Prokes, 2015)

3. Erythema migrans concentricum — erytém tvoii koncentrické kruznice, stiida

se ¢ervena a bleda barva kize, v anglické literatufe oznacovano jako bull’s eye

rush (obr. 3)

Obrdazek 3 Erythema migrans concentricum (Zdroj: Prokes, 2015)

1.5.1.2. Boreliovy lymfocytom

Boreliovy lymfocym (BL) n¢kdy oznacovan jako Lymphadenosis benigna cutis,
nebo boreliovy pseudolymfom, je Cervenofialova papula shladkym obvykle lesklym

povrchem. V priméru mize mit az nékolik centimetrd (Lacina et al., 2011).
Nejcastéji vznika v misté prisati klistéte béhem 1-70 dnti. Predilek¢nimi misty jsou
usni lalicky, Spicka nosu, nékdy vsak také areoly a scrotum. BL je obvykle solitarni,

ojedinéle se vjedné lokalizaci mohou vyskytnout uzliky dva a vice. Subjektivné

nepisobi zadné obtize a v 16 % muze byt doprovdzen regiondlni lymfadenitidou. BL
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Klinicky rozliSujeme na typ papulare a infiltratum. BL pfedstavuje 3—5 % vsech koznich

forem onemocnéni (Prokes, 2015a).

1.5.1.3 Acrodermatitis chronica athropicans (ACA)

Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA) je pozdni a dlouhotrvajici formou LB,
kterd mize byt pfitomna po mnoho let. Vyznacuje se ¢ervenymi nebo modroc¢ervenymi
lézemi vedoucimi K rozsahlé atrofii kuze, ktera se stava ¢im dal vyraznéjsi. ACA je
nejCastéji lokalizovana na koncetinach, ale muze postihnout i jiné oblasti kuze,
mize vyskytovat v kterékoli v€kové skuping, nejéastéji viak u osob ve veéku 40-50 let, u
déti jen ziidka. ACA se projevuje béhem piiblizné¢ 6 mésici az 8 let po kousnuti
klistétem. U pacienti s ACA se mohou objevit také revmatologické, nebo neurologické
piiznaky, napiiklad periferni neuropatie, artropatie. Symptomy neuropatie jsou patrné u

vice neZ poloviny pacient s ACA (Moniuszko-Malinowska et al., 2018).

1.5.2 PostiZeni kloubii-lymeska artritida

Postizeni pohybového aparatu je typickou manifestaci pozdni faze infekce ptiblizné
u 60 % nelécenych pacientii zejména v Severni Americe. U pacientd trpicich lymeskou
artritidou (LA) se objevuje monoartikularni nebo oligoartikularni artritida, postihujici
nejcastéji velké klouby, zejména kolena. Méné Castéji mohou byt pak postizeny i jiné
klouby jako kotnik, loket, nebo zapésti. Zanétlivé projevy se mohou objevovat ale i u
jinych struktur, nejedna se tedy pouze o postizeni kloubt, ale i 0 muskuloskeletalni
postizeni (Hatchette et al., 2014).

Pokud neni LA léCena, mlze pietrvavat mésice az roky, anebo mize samovolné
odeznit. Mohou se také vyskytovat syndromy artralgie, myalgie nebo fibromyalgie,
nejsou vsak hlavnimi kritérii pro LA. V ptipad¢ polyartritidy malych kloubt je tieba
zvazit i jiné diferencialni diagnozy, napiiklad zdali se nejedna o revmatoidni artritidu

(polyartritida je u LA atypicka) (Stanek et al., 2011).
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1.5.3 PostiZeni nervového systému

Postizeni nervového systému Se mize projevit v ¢asném i pozdnim stadiu infekce.
V casném diseminovaném stadiu se postizeni objevuje u 1040 % pacientt s nelécenym
EM. Neurologické projevy ptedstavuji az 25 % vSech klinickych manifestaci LB a jsou
druhou nejcast€j$i manifestaci po koznich formach. Postizen muzZze byt centralni i

periferni nervovy systém (Prokes, 2015a).

1.5.3.1 Casnd neuroboreliéza

Castym projevem je aseptickd meningitida, projevujici se horetkou, meningedlni
ptiznaky zejména u dospélych casto chybi. Muze byt doprovazena parézou hlavovych
nervi, zejména N. facialis, mén¢ ¢asto n. oculomotorius, n. trochlearis a n. abducens. U
dospélych pacientd je relativné casta také radikulitida, ktera spolu s aseptickou
meningitidou a parézou hlavovych nerva tvofi tzv. Gariniv-Bujadouxiv-Bannwarthv
syndrom (meningopolyradikuloneuritida, Bannwarthtiv syndrom) (Smiskova et al.,

2017).

Tento syndrom se vyznacuje radikularnimi bolestmi, defektem kozniho ¢iti,
parézami koncetin a oboustrannymi obrnami n. facialis. V likvoru pak nalézame typicky

obraz lymfocytarni pleocytozy — aseptického zanétu (Prokes, 2015b).

vewr

nedochazi k paréze hlavovych nervi. U dospélych pacienti je tak prakticky jedinym
klinickym ptiznakem radikularni bolest. Zanét misniho kotfene muze progredovat az k
paréze postizené koncetiny nebo svalt (napf. trupu, bfisni stény) (Smiskova et al.,

2017).

1.5.3.2 Pozdni neuroborelioza

Pozdni neuroboreliza muze probihat jako progresivni encefalomyeitida
doprovazena  poruchami  paméti, emoci, zmén v chovani, poruchami
osobnosti, narusenim spankového rezimu, depresemi az demenci. Muze také probihat

jako chronicka polyradikulitida a polyneuritida vyznacujici se asymetrickymi
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parestéziemi, bolestmi, poruchami v kofenovych oblastech a na distalnich ¢astech
koncetin. Tyto poruchy jsou vyznamnym problémem V ramci diferencialni diagnostiky
LNB a jsou casto zaménovany za onemocnéni s podobnymi projevy, napiiklad za

diskopatii, neurosarkoidozu, sclerosis multiplex (Smiskova et al., 2017).

Pro stanoveni spravné diagndzy je nezbytné kvalitativni vySetieni likvoru doplnéné

o sérologické vysetieni a PCR (Barttin¢k, 2013).

1.5.4 PostiZeni srdce

Kardialni komplikace v disledku LB jsou oznafovany jako lymeska karditida.
Vyskytuje se u 4-10 % pacientd, a to zejména u téch, ktefi nebyli 1é¢eni ATB jiz
v akutni fazi infekce. Typickou kardialni manifestaci jsou poruchy tvorby a vedeni
vzruchu, perikarditida, myokarditida, vzacnéji pak pozdéjsi ptrechod do zanétlivé

dilatované kardiomyopatie (Vojacek et al., 2019).

1.5.5 Zrakové postizeni

Oc¢ni projevy LB jsou velmi rozmanité a mohou se objevit ve vSech fazich infekce,
avSak Cast&ji Se projevuji ve druhém a tretim stadiu. O¢ni poruchy zpusobené
borelidzou se velmi téZce rozlisuji od nahodné koincidence z jinych pficin, zejména pak
v endemickych oblastech, protoze zadné zrakové postizeni neni patognomické pro
borelibzu. Poskozeni zraku se muze projevit jako konjunktivitida, episkleritida,
keratitida, uveitida, méstnava papila, neuropatie optického nervu, pfipadné také formou

parézy okulomotorickych nervi (Bartingk, 2013).

1.5.6 Postboreliovy syndrom

| ptes vhodnou antibiotickou 1é¢bu se az u 10 % pacientt S LB mohou objevovat
pretrvavajici bolesti pohybového aparatu (bolesti kloubt, svalt)), celkova unava a
kognitivni dysfunkce. Tento stav byva oznacovan jako Post-Lyme Disease Syndrome

(PLDS). Lécba tohoto syndromu zatim neni znama, avSak opakované podavani
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antibiotik neni pro pacienty ptinosné a je spojovano S nejriznéjSimi riziky. U vétsiny

pacientl pietrvavajici obtize postupem casu samy odezni (Scieszka et al., 2015).

Odbornici se domnivaji, ze pretrvavajici ptfiznaky jsou zplusobené v dusledku

reakce imunitniho systému na perzistujici borelie ve tkanich (CDC, 2019).

1.6. Prevence

K ochrané proti LB neni doposud k dispozici zadna ockovaci latka, vyviji se ale
rekombinantni vakcina z evropskych druhi borelii a prozatimni studie potvrzuji

proveditelnost pouzit ferritin 2 k vyvoji vakcin proti klistatim (Hajdusek et al., 2009).

Proto je nejlep$im preventivnim opatfenim pied LB prevence piisati klistéte.
Dulezity je vhodny odév nejlépe s dlouhymi rukavy a nohavicemi, ktery by mél byt
z hladké latky svétlé barvy. Obuv by méla byt pevna a vysokd. Hladky povrch
znemoznuje kliStéti pfisati a Svétld barva umoziuje snadnéjsi detekci kliStéte na

povrchu odévu pred prisatim (Kerles, 2015).

Jinak je ale barva zcela irelevantni, protoze parazit Se zrakem neorientuje. K
hledani hostitele vyuziva chemoreceptor, tzv. Halleriv organ, ktery je uloZeny na
koncetinach. Vhodna je téz ochrana repelentnimi prostiedky, které zabranuji piisati
klistéte (Lacina et al., 2011).

1.7 Lécba

Lécba se zahajuje na zaklad¢ klinickych ptiznakti podpofenych pozitivnimi
laboratornimi testy. Jen v ptipadé, ze mame podezieni na erythema migrans, je ATB
terapie indikovana jen podle klinického nalezu. VySetieni protilatek je v tomto stadiu
nemoci zbytecné, protoze je obvykle jesté nelze detekovat. Zakladni skupiny ATB,
které jsou ucinné na 1écbu boreliové infekce, jsou tetracykliny, penicilinova antibiotika,
cefalosporiny, pfipadné pak makrolidy. U ¢asnych projevii boreliové infekce je vétsinou
ATB terapie uspé$na. V pozdnim stadiu jsou pak zvazovany i imunopatologické

procesy, u kterych je efekt ATB minimalni. Opakovani ani prodluzovani 1écby obecné
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neni doporucovano, protoze dlouhodoba 1écba antibiotiky miize mit fadu nezadoucich

ucinki (vyrazné stfevni dysmikrobie, postantibiotické kolitidy) (Smiskova et al., 2017).

1.8 Laboratorni diagnostika

Diagnostika onemocnéni se zaklada predev§im na klinickych pfiznacich
podlozenych laboratornimi nalezy. Diagnosticky vyznamny je také udaj o dob¢ pfisati
klistéte s naslednym rozvojem EM, popf. s dalsSimi pozdnimi koZnimi projevy
(boreliovy lymfocytom, ACA). U mnoha pacientu udaj o pfisati chybi, coz ale diagnézu
boreliozy nevylucuje. Mohlo dojit k ptehlédnuti klistéte, nebo k pfisati larvy ¢i nymfy,
ktera je hufe viditelna. Pro diagnostiku jsou vyznamné i dal$i charakteristické pfiznaky,

zejména pak kloubni a neurologické (Smiskova et al., 2017).

1.8.1 Piimé laboratorni metody

Ptimé metody jsou vyuzivané k pfimému prikazu agens. Jsou sice specifické,
avSak malo citlivé, a proto se k prukazu borelidozy vyuzivaji vyjimecné. Kultivace
bakterie je sice mozna, ale je velmi malo citlivd a ¢asové i technicky naro¢na.
Mikroskopické vySetfeni na ptitomnost borelii je malo senzitivni a Vv pifipade, ze u
vySetfovaného materialu nejsou pouzity monoklonalni protilatky, tak i malo specifické.
Z tohoto duvodu je jedinou pfimou metodou, kterou lze v diagnostice pouzit, PCR
borelii. Tato metoda muze prokazat pifitomnost nukleové kyseliny B. burgdorferi v
riznych vzorcich, avSak také ma své limity. Senzitivita metody se odviji od druhu
vySetfovaného materialu. Zatimco u vzorku tkané z biopsie kize nebo synovialni
tekutiny mize dosahovat az 75 %, v mozkomi$nim moku miZze pti pouZiti jednoho

amplifika¢niho systému dosahnout maximalné 15-35 % (Smiskova et al., 2017).

Klinicka vyuzitelnost této metody je omezena nizkou citlivosti (zejména u vzorku

krve) a potencialni kontaminaci (Moore et al., 2016).
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1.8.2 Nep#imé laboratorni metody

Sérologicka diagnostika LB spoc¢iva ve dvoustupiiovém testovani a je zaloZena na
prikazu ¢asnych (IgM) a pozdnich (IgG) imunoglobulinti. Protilatky t¥idy IgM se tvofi
vétsSinou 3. az 6. tyden od prisati klistéte, poté jejich hladina v krvi obvykle klesa.
Protilatky tiidy IgG se tvoii nejvice v 6. az 10. tydnu od pfisati klistéte, nasledné jejich

syntéza pozvolna klesa, ale mize pretrvavat i nékolik let (Kybicova et al., 2018).

Zaroven jsou neptimé testy pro diagnostiku LB jako jediné schvaleny americkou
spravou potravin a 1é¢iv (FDA). Pro zvyseni specifi¢nosti sérologického testovani bylo
doporuceno dvoustupiiové testovani. V- prvnim kroku se pouziva citlivy enzymovy
imunotest (EIA), méné Castéji pak neptimy imunofluorescencéni test (IFA). Pokud je test
negativni, neprovadi se zddné dalsi testovani. Pokud je test hrani¢ni nebo pozitivni,
dochazi ke druhému stupni testovani, kdy je vzorek znovu testovan pomoci Western
blotu (WB) (Marques, 2015).

Western blot detekuje protilatky proti sadé¢ piedem vybranych proteinovych
antigent B. burgdorferi. Reaktivita protilatky na tyto antigeny (znafena pruhy na
westernovém imunoblotu) nastane, pokud je intenzita zbarveni pruhi stejna, nebo

intenzivnéjsi nez kontrolni prouzek (Moore et al., 2016).

Pozitivni vysledky sérologickych testti podporuji diagnozu, ale nejsou rozhodujici
pro jeji stanoveni. Sérologické testy také neposkytuji informace o délce trvani infekce,
aktivité a zavaznosti infekce, ucelnosti 1écby ani o prognéze onemocnéni (Dlouhy et al.,

2011).
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2. CILE PRACE

>

Seznamit se s klinickym pribéhem a epidemiologickymi aspekty
onemocnéni Lymeskou boreliézou.

Zamérit se na nejvhodnéjSi diagnostické metody stanoveni hladiny
specifickych protilatek tiidy IgG a IgM metodou ELISA a nasledné
potvrzeni pritomnosti protilaitek proti specifickym antigenim pomoci
imunoblotu.

Pokusit se prokazat, zda Lymeska borelioza postihuje vice urcité vékové
skupiny.

Pokusit se prokazat souvislost poctu pozitivnich vzorki s ohledem na ro¢ni

obdobi.

Hypotézy:

>

H1 Predpokladime, Ze existuje rozdil v reaktivité imunitniho systému
s ohledem na vék pacienta postiZeného Lymeskou boreliézou.

H2 Predpokladime, Ze existuje rozdil v poftu vzorki krve pacienti
postiZenych Lymeskou boreliézou s ohledem na pohlavi v Jiho¢eském kraji
vySetiovanych v roce 2019 laboratofi Stafila.

H3 Predpokladiame, Ze vétSi zachyt pozitivnich vzorkid zaznamename v

letnich mésicich, jelikoZ vyskyt Lymeské boreliozy ma sezénni charakter.
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3. METODIKA
3.1 Biologicky materidl

Veskera zpracovana data v mé bakalaiské praci byla ziskana v laboratofi Stafila
k.s. v Ceskych Budgjovicich na oddéleni mikrobiologie. Zabyvala jsem se vysledky
pacientli vySetfovanych v roce 2019. Vysetfeni probihalo pomoci dvoustupiiového
testovani. Nejprve metodou ELISA, poté nasledovala u pozitivnich a hrani¢nich
pacientd konfirmace metodou Western-blot. VySetfovanym materidlem bylo sérum

pacientt.

3.2 ELISA

Metoda ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) slouzi k detekci
specifickych protilatek tfidy 1gG a IgM. Jednd se o jednu znejpouzivanéjsich
imunochemickych metod. Test je zaloZzen na sandwichovém principu (tj. pevna faze s
navazanym Specifickym antigenem — protilatka z vysetfovaného vzorku — konjugat).
Soupravy maji vysokou diagnostickou citlivost a specifitu a jsou vhodné pro stanoveni
antiboreliovych protilatek (TEST LINE Clinical Diagnostics, s.r.o., CR, navody
diagnostickych setii EIA Borrelia recombinant IgG/IgM, 2019).

3.2.1 Princip testu EIA

K provedeni testu EIA se pouziva mikrotitracni desticka, kterd ma v jednotlivych
jamkach navazané antigeny, do kterych se pridava vzorek pacienta. Pokud vzorek
obsahuje specifické protilatky, navdZou se na antigeny Vjamkach a Vvytvofi
imunokomplex antigen-protilatka. Na tento komplex se poté navaze pfidana znacena
protilatka. ZnaCena protilatka (konjugat) je zvifeci imunoglobulinova frakce proti
lidskym imunoglobulinim IgG a IgM a je konjugovana kienovou peroxidazou.
Peroxiddzova aktivita je stanovena za pomoci TMB substratu, ktery v pfipadé pozitivity

zmodra. Na zavér se pfida zastavovaci roztok, ktery celou reakci ukonci. Vlivem zmény
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pH dochazi ke zméné modrého zbarveni na Zluté. Intenzitu zlutého zbarveni nasledné
méfime fotometricky pfi vinové délce 450 nm a je umérna koncentraci specifickych
protilatek IgG/IgM ve vzorku (TEST LINE Clinical Diagnostics, s.r.o., CR, navody
diagnostickych setii EIA Borrelia recombinant IgG/IgM, 2019).

V pouzitych komerc¢nich soupravach Ill.generace EIA Borrelia recombinant 1gG se
pouziva kombinace vybranych casti specifickych antigentt VISE, p83, p58, p41i (interni
flagelin), p39, OspA, OspB, OspC, OspE, p17 a NapA. Pro testovani vzorkd ve tiide
IgM jsou v komer¢nich soupravach pouzity kombinace rekombinantnich antigent OspC
(B. afzelii, B. garinii, B. burgdorferi s.s., B. spielmanii) VIsE, interniho flagelinu p41i,
p39, pl7 a OspE B. burgdorferi s.I. (TEST LINE Clinical Diagnostics, s.r.o., CR,
navody diagnostickych seti EIA Borrelia recombinant 1gG/IgM, 2019).

3.2.2 Laboratorni vybaveni

Vesker¢ vysledky testi EIA pouzité v praktické casti byly analyzovany na pfistroji
Agility v laboratofi Stafila k.s. v C. Bud&ovicich. P¥istroj Agility (obr. 4) je plng
automatizovany analyzator fizeny monitorovacim systémem, ktery umoziuje
kontinudlni manipulaci se vzorky a reagenciemi. Tento pfistroj slouzi ke stanoveni
protilatek IgG a IgM ve vySetfovanych vzorcich. Analyzator je vybaven tfemi
robotickymi rameny — dvé pipetovaci (vzorky + reagencie), jedno pro transport
komponent. Déle je vybaven promyvacim zafizenim, které ma 8 kanalovou promyvaci
hlavu, fotometrem, 12 inkubatory (6 vyhiivanych +4 °C — 45 °C; 6 nevyhiivanych +4
°C) a c¢teCkou carového kodu. Simultdnné piistroj zpracuje aZz 16 reagencnich souprav,
ma kapacitu 12 mikrotitracnich desticek vcetné kontinudlniho pifidavani a disponuje
kapacitou az 200 vzorku. Kazdy vysetfovany vzorek ma unikatni ¢arovy kod, ktery diky
identifikaénimu systému zabezpeluje spravné rozpoznani vzorku a eliminuje tak
chybovost (TEST LINE Clinical Diagnostics, s.r.o., CR, piibalovy letak k piistroji
Dynex Agility System 2019).
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Obrazek 4: Pristroj Agility pouzivany v laboratori Stafila k. s. pro metodu EIA
(Zdroj: Viastni)

3.2.3 Reagencie a piiprava vzorkii
Pouzité komercni soupravy pro test EIA dodavané firmou TestLine obsahuji:

PotaZzenou mikrotitra¢ni desticku s navazanym antigenem, 12 x 8 jamek v sacku

dodavané spole¢né se susidlem 1ks

Negativni kontrolu (Kalibrator 1) 5 U/ml, v podobé roztoku, neobsahujiciho

specifické lidské protilatky, v pracovnim fedéni, 2 ml v baleni.

CUT - OFF (Kalibrator 2) 20U/ml ve formé roztoku, obsahujici specifické lidské

protilatky v hrani¢ni koncentraci, v jiz v pracovnim fedéni, 3 ml v baleni.

Pozitivni kontrolu (Kalibrator 3) 200 U/ml, roztok, ktery obsahuje specifické

lidské protilatky, je pfipraven k pfimému pouziti, baleni obsahuje 2 ml.
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Konjugat obsahujici zvifeci imunoglobulin proti lidskému IgM nebo IgG, ktery je

znacen peroxidazou a je jiz v pracovnim fedéni, 15 ml v lahvicce.

Redici roztok ve formé pufru se stabilizatory proteind, ktery je uréeny k fedéni

vzorku, baleni obsahuje 105 ml.

TMB — Complete 2, jednoslozkovy substratovy roztok obsahujici TMB/H203, 28

ml v baleni a dale se jiZ nefedi.

Promyvaci roztok, kterym je 20krat koncentrovany pufr, baleni obsahuje 75ml.

Pted pouzitim je nutné ho natedit v poméru 1:20.

Zastavovaci roztok s nafedénou kyselinou, 15 ml v lahvicce, jiz v pracovnim

fedéni.

(TEST LINE Clinical Diagnostics, s.r.o., CR, navody diagnostickych seti EIA
Borrelia recombinant IgG/IgM, 2019).

K vySetieni jsou samoziejmé zapotiebi také vzorky pacientt, které byly dodany do
laboratofe na pozadované vysetfeni. Vzorkem, ktery Ize testem ELISA vySetfit, mize
byt: sérum, likvor, citrdtovd plazma a synovialni tekutiny, které se uchovavaji pii +2 az
+8 °C maximalné 1 tyden. Pokud je nutné skladovat vzorky delSi dobu, musi byt
zmrazeny na -20 °C. Pred pouzitim se musi vSechny vzorky dikladné promichat a
ziedit. V piipad¢ séra, se fedi v poméru 1:101 (10 pl vzorku a 1 ml fediciho roztoku
vzorkt), u likvoru se fedi 1:2 (110 pl likvoru a 110 pl fediciho roztoku), u synovialnich
tekutin je fedéno 1:21 (20 ul vzorku a 400 pl fediciho roztoku) a 1:41 (10 pl vzorku a
400 pl fediciho roztoku) (TEST LINE Clinical Diagnostics, s.r.o., CR, navody
diagnostickych setti EIA Borrelia recombinant IgG/IgM, 2019).
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DalSi potiebné vybaveni K manualnimu provedeni testu:

e Jedno a vicekanalové pipety
e Jednordzové Spicky

e Termostat na 37 °C

e Promyvaci zatfizeni

e Stopky

e Fotometr pro mikrotitra¢ni desticky

3.2.4  Pracovni postup

Pied pouzitim jsem vSechny reagencie vyndala z lednice a nechala je vytemperovat
ve vodni lazni na laboratorni teplotu. Poté jsem roztoky jesté dikladné promichala a
byly pfipraveny k pouziti. Mikrotitraéni desticka ma odlamovatelné stripy,
nepouzijeme-li ji celou, zbylé stripy vratime zpét do obalu se susidlem a hermeticky

uzavieme pro dalsi pouziti.

V soucasné dobé je na vétSin¢ pracovistich vyuzivan hlavné automatizovany
systém, ale je mozné i manualni provedeni testu ELISA, a to pomoci nasledujiciho

postupu:

> Nejprve se natedi vzorky séra v poméru 1:101; tzn. 10 ul vzorku a 1 ml
fediciho roztoku.
» Do jamek mikrotitracni desticky se davkuji kontroly (kalibratory) dle
pracovniho schématu (obr. 5)
e prvni jamka Se ponecha prazdna (blank).
e do druhé jamky se pipetuje 100 ul negativni kontroly (Kalibrator1).
¢ do nasledujicich dvou jamek 100 pul CUT-OFF (Kalibrator 2).
e do dalsich dvou jamek 100 pl pozitivni kontroly (Kalibrator 3).
e do zbyvajicich jamek se napipetuje 100 pl vzorkd v odpovidajicim

fedéni.
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» Desticka se prikryje vickem, a necha se inkubovat 30 minut pti 37°C.

» Po inkubaci se odsaje obsah jamek a 5krat promyje pracovnim promyvacim
roztokem. Je dulezité, aby se jamky plnily vzdy po horni okraj. Po poslednim
promyti se zbytky roztoku dikladné vyklepnou do savé buniciny.

» Dale se do vSech jamek kromé prvni jamky (blank) napipetuje 100 pl
konjugatu.

» Desticka se opét piikryje a necha se inkubovat po dobu 30 minut pii 37°C.

» Jamky se odsaji a promyji zase Skrat promyvacim roztokem, nakonec se zbytky
opét vyklepnou do buniciny.

» Do vsech jamek se davkuje 100 ul TMB substratu (tentokrat i do jamky blank).

» Nechame po dobu 15 minut inkubovat na 37 °C v temnu, pficemz je desti¢ka
prikryta vickem.

» Po inkubaci je reakce ukoncena ptidanim 100 pl zastavovaciho roztoku do
vSech jamek.

» Po zastaveni reakce se fotometricky zméfi intenzita zbarveni roztoku proti

blanku pfi vinové délce 450 nm.

Po celou dobu se pracuje v rukavicich a s velkou opatrnosti, protoze by se mohlo
jednat o potencialné infekéni material. (TEST LINE Clinical Diagnostics, s.r.o., CR,
navody diagnostickych seti EIA Borrelia recombinant 1IgG/IgM, 2019).

31



-
Obrazek 5: Mikrotitracni desticka s napipetovanymi vzorky a reagenciemi

(Zdroj: Viastni)

3.2.5 Hodnoceni vysledkii

Po fotometrickém zméfeni destiCky zjistime absorbanci vySetfovanych vzork.
Absorbanci dale piepocitavame na index pozitivity (IP). IP ziskame po vydéleni
absorbance testovaného vzorku primérnou absorbanci CUT-OFF namétenou v téze

sérii vySetieni:

Absorbance séra,likvoru,punktatu

IP =

Primérna absorbance CUT — OFF

Pro metodu EIA jsou stanoveny referencni meze, podle kterych se vzorky
vyhodnocuji jako pozitivni, hrani¢ni, nebo negativni (Tabulka 1). Pokud je index

pozitivity niz§i nez 0,9, vysledek je negativni. Vzorky s indexem pozitivity 0,9 az 1,1
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jsou hodnoceny jako hrani¢ni a je zapotiebi opakovat vysetfeni za 2 az 6 tydnt z nové
odebraného materialu. Vzorky s indexem pozitivity vétsim nez 1,1 jsou hodnoceny jako

pozitivni.

Tabulka 1: Referenéni meze metody EIA Borrelia recombinant IgM/IgG.

Index pozitivity (IP) Hodnoceni
nizsi nez 0,9 negativni
0d0,9do 1,1 hrani¢ni
vyssinez 1,1 pozitivni

Zdroj: TEST LINE, navod diagnostického setu EIA Borrelia recombinant 1gG, 2019,
TEST LINE, navod diagnostického setu EIA Borrelia recombinant IgM, 2019.

Odlisna je interpretace vysledki u vySetfeni synovidlni tekutiny. Hodnoceni je
zaloZzeno na porovnani IP dosazenych pii dvou odlisnych fedénich vzorkl, a to v
poméru 1:21 a 1:41. Pokud je u obou fedéni IP mensi nez 1,0, je vysledek negativni.
V piipad¢, ze je hodnota u obou fedéni Vétsi nez 1,0, je vysledek hodnocen jako
pozitivni. Jako hrani¢ni jsou vyhodnoceny vzorky, které maji IP v fedéni 1:21 hodnotu
vétsi nez 1,0 a v fedéni 1:41 mensi nez 1,0 (TEST LINE Clinical Diagnostics, s.r.o.,

CR, navody diagnostickych settit EIA Borrelia recombinant 1gG/IgM, 2019).

3.3 Western blot

Jedna se o velmi citlivou a specifickou diagnostickou metodu pouzivanou pro
konfirmaci vysledki zjisténych metodou ELISA. Vyuziva se po vysetifeni metodou EIA
u hrani¢nich, nebo pozitivnich vysledkd a provadi se ve tiidé IgG i IgM. Metoda je sice
naro¢néj$i na provedeni, ale dokaze ve vzorku detekovat ptitomnost specifickych
protilatek proti jednotlivym antigentim, i ve velmi nizkych koncentracich. V soucasnosti
je dostupnych mnoho komer¢nich souprav, které snizuji naro¢nost metody, ale jsou
finan¢n¢ pomérné nakladné. V komercnich soupravach jsou pouzity vysoce specifické

rekombinantni boreliové antigeny, pfesto Se ve vyjime¢nych piipadech muze objevit

zkiizena reaktivita s jinymi mikroorganismy (napi. Escherichia coli). Pro eliminaci
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fale$n¢ pozitivnich vysledkli obsahuje testovaci strip IgM antigen p18 (marker akutni
infekce EBV) a testovaci strip IgG antigen TpN17 (vyznamny marker infekce syfilis)
(TEST LINE Clinical Diagnostics, s.r.o., CR, piibalovy letik k piistroji BlueDiver,
2019).

3.3.1 Princip testu Western blot

Test je zalozen na principu enzymové imunoanalyzy. Jedna se o in vitro metodu,
ktera se pouziva k detekci specifickych protilatek 1gG/IgM ve vzorku namifenych proti
rekombinantnim antigenim borelii. Jednotlivé antigeny jsou naneseny na
nitrocelul6zovou membranu, kterd je upevnéna na plastové podlozce. V pribehu testu
se jednotlivé stripy inkubuji spole¢né se vzorky pacientt. Pokud se ve vzorcich nachazi
specifické protilatky, dochazi k jejich vazbé na piislusné antigenni linie na stripu. Poté
jsou stripy promyty a dale inkubovany s konjugatem, ktery vyvola barevnou zménu
prouzki v mist¢ komplexu (antigen-protilatka). Nasledna vizualizace je provedena
inkubovanim stripti spole¢né se substratovym roztokem. Po vybarveni se jednotlivé

stripy vysusi a nasledné vyhodnoti.

Pro testovani vzorka ve tfid¢ IgG se pouzivaji antigeny: VISE, p83, p58, p41, p39,
OspB, OspA Ba, OspA Bg, OspA Bs, OspC, pl7, NapA, p44, OmpA a specificky
antigen Treponema pallidum TpN17.

Pro tfidu IgM jsou pouzity antigeny: VISE Bg, p83, p41, p39, OspC Ba, OspC Bg,
OspC Bsp, OspC Bs a pl7, p44, OmpA a specificky antigen EBV p18 (TEST LINE
Clinical Diagnostics, s.r.o., CR, navody diagnostickych sett BLOT-LINE IgG/IgM,
2019).

3.3.2 Laboratorni vybaveni

V laboratoti Stafila K. s. se metoda Western blot provadi na pfistroji BlueDiver
(obr. 6). PIné automatizovany systém pfistroje BlueDiver umoznuje rychlé a piesné
zpracovani a vyhodnoceni imunobloti. Samotné vyhodnoceni testl se déla pomoci

programu Imunoblot Software.
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Obrazek 6: Pristroj BlueDiver pro metodu Western blot pouzZivany v laboratori

Stafila k. s. (Zdroj: Viastni)

3.3.3 Reagencie a piiprava vzorki

Komer¢ni soupravy pro test Western Blot doddvané firmou TestLine obsahuji:

Stripy — reakéni prouzky s nanesenymi rekombinantnimi antigeny (obr. 7)
Pozitivni kontrolu — obsahujici specifické protilatky, jiz v pracovnim fedéni
Negativni kontrolu — jiZ v pracovnim fedéni

Konjugat — roztok obsahujici zvifeci imunoglobulin znaceny alkalickou fosfatdzou
(AP) namiteny proti lidskému imunoglobulinu
Univerzalni roztok — slouzi k promyvani stripti a fedéni vzorka

Substratovy roztok — nazloutly roztok BCIP a NBT
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Pfed stanovenim Se musi vySetiované vzorky nafedit univerzalnim roztokem. U
séra/plazmy se fedi v poméru 1:51 tzn. 30 ul séra + 1,5 ml roztoku. Vzorky likvoru se
fedi v poméru 1:2 a synovialni tekutina 1:17,5. Po nafedéni se vzorky peclivé
promichaji na vortexu. Vysetfované vzorky mohou byt uchovavany maximalné¢ 1 tyden
pfti teploté +2 °C az +8°C. Pokud jsou vzorky jiz nafedéné, je nutné je vySettit co
nejdiive (TEST LINE Clinical Diagnostics, s.r.o., CR, navody diagnostickych seti
BLOT-LINE IgG/IgM, 2019).

3.3.4 Pracovni postup

V soucasné dobé€ se na vét§ing€ pracovistich vyuziva hlavné automatizovany systém,

ale metoda se mize provést i manudlné, a to pomoci nasledujiciho postupu.

Pted pouzitim je nutné vSechny reagencie nechat vytemperovat na laboratorni
teplotu po dobu 30 minut. NedoporuCuje se, aby se pied vytemperovanim na
pozadovanou teplotu oteviraly, a to zejména testovaci stripy, protoze by mohly
navlihnout. Nevyuzité stripy je nutné vratit zpét do obalu a pevné uzaviit pro dalsi

pouziti.

» Pomoci pipety davkujeme 2 ml univerzalniho roztoku a poté smacime
stripy na tfepac¢ce po dobu 10 min. pfi laboratorni teploté. Odsajeme
promyvaci roztok.

» Natedime si vzorky sér v poméru 1:51, tzn. 30 pl séra a 1,5 ml fediciho
roztoku a poté pipetujeme spolu s kontrolami do jamek blotovaci
vanicky 1,5ml.

» Inkubujeme 30 min. pfi laboratorni teploté na tifepacce.

» Po uplynulém cCase odsdvame a promyvame V univerzalnim roztoku 3x
1,5 ml po dobu 5 minut za stalého kyvani.

» Napipetujeme 1,5 ml konjugatu a inkubujeme 30 minut pfi lab. teploté za
stalého kyvani.

» Odsajeme konjugat a stripy 3% promyjeme 1,5 ml univerzalniho roztoku,
vzdy po 5 min. za stalého kyvani.

» Pipetujeme 1,5 ml substratu (BCIP/NBT) do kazdé jamky. Nasledné

nechame inkubovat 15 minut (lab. teplota + tfepacka).
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» Odsavame a promyvame V destilované vodé 2 x 2ml po 5 min., opét za
stalého kyvani.

» VIlhké stripy nalepime do vyznaCenych rameckd na vyhodnocovacim
protokolu, nechdme zaschnout a poté hodnotime vysledek reakce

(TEST LINE Clinical Diagnostics, s.r.o., CR, navody diagnostickych
sett BLOT-LINE 1gG/IgM, 2019).

Obrdazek 7: Blotovaci stripy pouzivané pro metodu Western blot (Zdroj: Viastni)

3.3.5 Vyhodnoceni testu

Testy se mohou vyhodnocovat vizualné pomoci Sablony, ktera je soucasti soupravy
nebo softwarové. My jsme vysledky hodnotily pomoci softwarového programu
Immunoblot software v aktualni verzi (TEST LINE Clinical Diagnostics, s.r.0., CR).

Vsechny stripy se skenuji scannerem do pocitace, odkud se snimek nacte do
programu Immunoblot software. Vyhodnoceni testu je zaloZeno na intenzité linii, jejich
poctu a kombinaci. Linie jsou hodnoceny jako pozitivni, hrani¢ni, nebo negativni. Na
kazdém stripu se hodnoti také zbarveni kontrolni linie, kterd slouzi ke kontrole

funk¢nosti a citlivosti testu a linie pro kontrolu pfitomnosti pfislusného konjugatu

37



(IgG/IgM). Pokud ztstanou tyto linie nezabarvené, tak se vysledky nemohou pouzit a
test se musi opakovat. Vyhodnoceni vysledkt pro tfidu IgM a IgG se provadi zvlast
(TEST LINE Clinical Diagnostics, s.r.0., CR, navody diagnostickych setd BLOT-LINE
1gG/IgM, 2019).

3.3.5.1 Vyhodnoceni pro tiidu IgM
Piehled specifickych antigent:

e VISE Bg — druhové specificky antigen, vyznamny pro protilatkovou odpoveéd

19G

e p83 Ba, p4l Ba, p39 Ba — hlavni extracelularni protein (p83 Ba), vnitini ¢ast
flagelinu (p41 Ba), BmpA (p39) Borrelia afzelii

e OspC Bs, Ba, Bsp, Bg — vnégjsi povrchovy protein C, imunodominantni znak
pro tfidu IgM; druhové specificky antigen (B. afzelii (Ba), B. garinii (Bg), B.

burgdorferi sensu stricto (Bs), B. spielmanii (Bsp)
e pl7 Bg— vnéjsi povrchovy protein

e p44, OmpA — Anaplasma phagocytophilum — hlavni marker protilatkové
odpovédi HGA (p44), vyznamny faktor virulence (OmpA)

e VCA-p18 — marker EBV infekce

Antigenni linie OspC, znaci pozitivitu vysledku protilatek ve tfidé IgM. Pokud nam
protilatky tfidy IgM s antigenni linii OspC vyjdou negativné nebo hrani¢né a hodnoti se
dle nasledujici tabulky:
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Tabulka 2: Celkové vyhodnoceni testu Western blot pro tiidu IgM.

VISE, p83, p4l, p39, pl7

Alespoii jedna L 1 pozitivni linie bez linie nebo 1
o 2 pozitivni linie
linie OspC nebo 2 hrani¢ni hranicni linie
pozitivni linie pozitivni pozitivni pozitivni
hrani¢ni linie pozitivni pozitivni hrani¢ni
bez linie pozitivni hrani¢ni negativni

Zdroj: TEST LINE Clinical Diagnostics, s.r.o., CR, navod diagnostického setu BLOT-
LINE IgM, 2019.

3.3.5.2 Vyhodnoceni pro tiiidu IgG

Prehled specifickych antigenii:

VISE Ba, VISE Bg, VISE Bs — rekombinantné vyrobené, vysoce purifikované

antigeny Borrelia afzelii (Ba), B. burgdorferi sensu stricto (Bs) a B. garinii (Bg)

p83, p58, p4l, p39, pl7 — hlavni extracelularni protein (p83 Ba), membranovy
transportér, marker diseminovaného stadia (p58), vnitini ¢ast flagelinu (p41),

BmpA (p39) Borrelia afzelii, — vné&jsi povrchovy protein (p17)

OspA Ba, OspA Bg, OspA Bs — vné&jsi povrchové proteiny A, antigeny casné

protilatkové odpovédi, typicky u neuroboreliozy
OspB — vnéjsi povrchovy protein B, antigen pozdni protilatkové odpovéedi
OspC — vngjsi povrchovée proteiny C, antigen ¢asné protildtkové odpoveédi

NapA - (neutrofilni aktivacni protein A) — silny imunogen, jeden z vyznamnych

faktord v patogenezi LA

p44, OmpA - Anaplasma phagocytophilum — hlavni marker protilatkové
odpovédi HGA (p44), vyznamny faktor virulence (OmpA)
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e TpN17 — specificky antigen Treponema pallidum

Antigenni linie VISE Ba, Bg i Bs jsou pro detekci protilatek ve t¥idé IgG
nejcitlivéjsi a pokud je jsou tyto linie zabarveny, je vzorek pozitivni na Lymeskou

borelidzu. V cCasnych stadiich onemocnéni mize byt ale vysledek hrani¢ni, nebo

negativni a hodnoti se dle nasledujici tabulky:

Tabulka 3: Celkové vyhodnoceni testu Western blot pro tiidu IgG.

p83, p58, p41l, p39, pl7, OspA, OspB, OspC, NapA

Alespori jedna L 1 pozitivni nebo 2 | bez linie nebo 1
o 2 pozitivni linie
linie VISE hrani¢ni linie hrani¢ni linie
pozitivni linie pozitivni pozitivni pozitivni
hranic¢ni linie pozitivni pozitivni hrani¢ni
bez linie pozitivni hrani¢ni negativni

Zdroj: TEST LINE Clinical Diagnostics, s.r.0., CR, navod diagnostického setu BLOT-

LINE IgG, 2019.
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4. VLASTNI VYSLEDKY

Veskeré pouzité vysledky testit ELISA a Western blot, ze kterych jsou zpracovany
vSechny grafy, mi byly poskytnuty laborato¥i Stafila k.s. v Ceskych Budg&jovicich na
odd¢leni mikrobiologie. VySetfovanym materialem bylo sérum pacientli testovanych
vroce 2019 a veskeré pozitivni a hrani¢ni vysledky testd ELISA byly konfirmovany

blotem. U hrani¢nich vysledka se doporucuje opakovat vysetieni za 1-2 tydny.

Nasledujici graf (graf 1) zobrazuje pocet pozitivnich pacientti S LB v prib&hu roku
2019. Z grafu je zfejma zavislost vyskytu LB na roénim obdobi s maximem v letnich
meésicich. Z toho je mozné vyvodit, Ze se jedna o onemocnéni sezoénniho charakteru.
Pocet infikovanych osob Vjednotlivych mésicich je silné ovlivnén také
mikroklimatickymi podminkami (zejména teplotou a relativni vlhkosti vzduchu), které
maji vliv na zvySenou aktivitu klistat. Nejméné pozitivnich vysledku za rok 2019 bylo
zachyceno v unoru v celkovém poctu 25. Naopak nejvice pozitivnich vysledki bylo

vySetieno V Cervenci v poctu 97.

Sezonni prubéh infekce v roce 2019
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Graf 1: Lymeska borelioza — sezonni priibéh infekce v roce 2019 (Zdroj: Vlastni)
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V cervenci bylo testovano 108 pacientt, bylo zjisténo 97 pozitivnich nalezi

(90 %). Za mésic srpen bylo vySetfeno 93 pacientd, zjisténo bylo 83 pozitivnich nalezi

(89 %). V zati bylo vySetfeno 87 pacientl, bylo u nich zjisténo 74 pozitivnich nalezi

(85 %). Tyto skute¢nosti znazornuje graf 2.
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Graf 2: Primérny pocet a podil pozitivnich ndlezii za den s ohledem
(Zdroj: Vlastni)
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V grafu 3 muzeme pozorovat statisticky vyznamné vyssi pocet pozitivnich pacientd

Vv letnich mésicich. Mimo letni mésice je pocet pozitivnich pacientli niz$i.
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Graf 3: Statisticka vyznamnost pozitivnich pacientii za urcité obdobi (Zdroj:
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Tabulka 4: Parametricky T test K testovani stfednich hodnot v zavislosti na obdobi.

’ Denni poce.t pO?lthﬂlCh T test
Obdobi pacientii
prumér sm.odchylka P
: letni mfes1cve : 2,8 0,3 0.5 %
mimo letni mésice 1,6 0,6

Zdroj: Statistik JCU

LB postihuje vSechny veékové skupiny, ovSem vyrazny vzestup nemocnosti

zaznamenavame po 30. roce zivota s maximem mezi 65-74 rokem (graf 4).

Vékové zastoupeni pozitivnich pripadl za rok 2019
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Graf 4: Vékové zastoupeni pozitivnich pripadii za rok 2019 (Zdroj: Viastni).
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Graf 5 zobrazuje procentualné¢ vyjadiené vysledky vysetieni ve srovnavanych
skupinach. Mizeme tedy ficl, Ze zastoupeni vékovych kategorii Se u srovnavanych

skupin li§i a negativni vysledky se vyskytuji spiSe u mladsich pacientl a naopak.

30%
25%
20%

15% Vysledek
10% M negativni
5 I I I I I I W pozitivni

. AL -

do 10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90
let let let let let let let let let

Procenta

X R

Vékova kategorie

Graf 5: Zastoupeni vékovych kategorii — procentudalné vyjadrené vysledky vysetreni
(Zdroj: Vlastni)

Graf 6 zobrazuje nemocnost pacientti za rok 2019 rozdéleni podle vékové struktury
a pohlavi a miiZeme pozorovat maximum u Zen mezi 55-64 rokem pii celkovém poctu

86 testll a u muzd maximum mezi 45-54 rokem pfi celkovém poctu 63 pozitivnich testd.

Pozitivni pripady podle pohlavi a vékové struktury
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Graf 6: Pozitivni pripady podle pohlavi a vékové struktury (Zdroj: Viastni)
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V roce 2019 bylo zjisténo 363 pozitivnich vysledkii u zen a 330 pozitivnich
vysledkt u muzt (graf 7). Pti srovnani pozitivnich vysledkt u obou pohlavi se ukazalo,

Ze Castéji jsou pozitivni Zeny. Rozdil mezi pohlavimi jsou 4 % (33 pozitivnich vzorki).

Pozitivni pfipady dle pohlavi za rok 2019

m Muzi

m Zeny

Graf 7: Pozitivni pripady dle pohlavi za rok 2019 (Zdroj: Vlastni)

V grafu 8 jsou procentudlné¢ znazornéné vysledky vySetfeni u obou pohlavi.

MiuZzeme tedy usuzovat o rozdilu pozitivnich vysledki s ohledem na pohlavi.
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Graf 8: Procentualni vyjadrené vysledky vysetreni u muzii a Zen. (Zdroj: Viastni)
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Tabulka 5: Test statistické vyznamnosti v zavislosti na pohlavi.

Pohlavi | negativni | pozitivni | celkem olekavané chi kvadrat test
Muzi 43 330 373 53 320 p

Zeny 73 363 436 63 373 350
Celkem 116 693 809 116 693 '

Zdroj: Statistik JCU

V dalsim grafu (graf 9) mizeme pozorovat pomér pozitivnich a negativnich sér
vysetfenych metodou ELISA. V kazdé tfidé bylo vysetieno 2133 vzorkd. Ve tridé IgG
bylo zachyceno 524 pozitivnich, 58 hrani¢nich a 227 negativnich vzorki. Z celkového
poctu bylo ve tridé IgG pozitivnich 25 % sér. Ve tfidé IgM bylo zjisténo 169
pozitivnich, 88 hrani¢nich a 417 negativnich vzorka sér. Z celkového poctu bylo ve

tiidé IgM pozitivnich 8 % sér. Hrani¢ni hodnoty nejsou v grafu uvedeny.

VysSetfeni metodou ELISA ve tfidé I1gG a IgM
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Graf 9: Vysetreni metodou ELISA ve tride IgG a IgM (Zdroj: Viastni)
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Graf 10 zobrazuje vysetfeni konfirma¢ni metodou Western blot u vysledku, které
v metod¢ ELISA byly vyhodnoceny pozitivni na lymeskou boreliozu. Celkem se
jednalo o 693 pozitivnich vzorkl vySetfenych ve tfidé IgG a 693 pozitivnich vzorki ve
tridé IgM. Ve ttide I1gG bylo zjiSténo 234 pozitivnich, 185 hrani¢nich a 274 negativnich
sér. Ve tfidé IgM bylo zjisténo 188 pozitivnich, 43 hrani¢nich a 462 negativnich sér.
Ve tfid¢ IgG bylo pozitivnich sér 34 %, ve tiidé IgM 27 %. Hrani¢ni hodnoty nejsou

v grafu uvedeny.

Vysetfeni metodou WB ve tfidé I1gG a IgM
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Graf 10: Vysetieni metodou Western blot ve tride IgG a IgM (Zdroj: Viastni)
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5. DISKUZE

Diagnostika lymeské borelidozy je velmi naro¢na a nese s sebou fadu problému,
které¢ komplikuji Iékaiim stanoveni spravné diagnézy. Jednim z problému jsou klinické
priznaky LB, které jsou velmi rozmanité, nekteré i nespecifické a vyvolavaji u kazdého
pacienta odlisny prub¢h infekce. Kazdy 1ékat by mél tedy pted stanovenim diagnézy
zhodnotit spolu s klinickymi projevy pacienta i vysledky dalSich vySetfeni (napf.
biochemického), zhodnotit anamnézu pacienta eventualné¢ nechat laboratorné vysettit
specifické protilatky proti infekci. Pouze v ptfipadé nalezu specifickych protilatek
v sérologickém vysetieni, ktery odpovida klinickému obrazu LB, mize byt u pacienta
stanovena diagnoza a zahajena antibioticka 1écba. Vyjimkou V podani antibiotik jsou
klinicky jasné piipady LB — erythema migrans, pii jehoz objeveni lékai zahaji 1é€bu
okamzit¢ i bez piedchoziho sérologického vySetfeni. Lécba LB vychazi z
Doporuceného postupu diagnostiky a 1écby lymeské borreliézy Spole¢nosti infekéniho

1ékatstvi Ceské 1ékatské spolecnosti J. E. Purkyné (Krbkova et al., 2018).

Protilatky se zac¢inaji tvofit po nékolika tydnech od pfisati klistéte, a proto by se
méla u pacientt, ktefi maji Klinické ptiznaky LB, ale negativni laboratorni vysledek,
diagnostika zopakovat s Casovym odstupem. Také je tfeba zminit, Ze aZ u desetiny
procent pacientli mizeme prokazat piitomnost protilatek 1gG i piesto, ze nemaji zadné
klinické pfiznaky. Pfi¢inou muze byt jiz diive prod€lana infekce, pfekonana samotnym
imunitnim systémem pacienta, nebo infekce prelécena ATB. Tuto skute¢nost je nutno
zohlednit pfi hodnoceni laboratornich vysledki, protoze anamnestické protilatky mohou
u pacientll pretrvavat az né€kolik let. Z tohoto diivodu je zjistovani protilatek v séru
pacienta bez klinického obrazu LB bezvyznamné a neni divodem Kk zahajeni

antibioticke 1éCby.

Dalsi komplikaci v diagnostice LB muze byt také zkiizena reaktivita — ve tfidé IgG
s bakterii Treponema pallidum, ve tiidé IgM s virem EBV a bakterii Escherichia coli v
obou tiidach. Zkiizenou reaktivitu se vSak dafi eliminovat konfirma¢ni metodou
Western blot.V roce 2019 bylo v laboratoii Stafila k.s. v C. Budg&ovicich metodou
ELISA vySetteno 2133 pacientdl s podezfenim na LB. Kazdému pacientovi
s podezienim na LB se vySetiovaly specifické protilatky v séru v obou tfidach. Metodou
Western blot bylo vysetfeno 839 pacientli. VySetfovanym materidlem bylo sérum, jehoz

odbér neni naro¢ny a nezatézuje pacienta. VySetfeni lze provést také z mozkomiSniho
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moku ¢i synovidlni tekutiny, ale tyto materidly nejsou rutinnim materidlem a odebiraji

se pouze ve specializovanych pracovistich.

Vyskyt LB u sledovanych vékovych skupin mé stejn¢ jako Vv minulych letech
dvouvrcholovou distribuci. Vyrazny vzestup byl zaznamenan po 30. roce Zivota.
Nejvice pozitivnich vysledku pak bylo zjisténo u starSich pacientd ve vékovém rozmezi
mezi 55-74 let s ptevahou u zen a také u mladsich déti ve v€kovém rozmezi 5-14 let
s ptevahou u chlapci. Hypotéza 1, kterd predpokladala, ze existuje rozdil v reaktivité
imunitniho systému s ohledem na v€k pacienta postizeného lymeskou boreliézou se
nam potvrdila a tento vysledek je zcela v souladu s odbornou literaturou (Orlikova et
al., 2019).

Hypotéza 2, ktera predpokladala, dy ze existuje rozdil v poctu pozitivnich vzorki
s ohledem na pohlavi byla také potvrzena, protoze Castéji byly infikovany zeny. Pfi
srovnani pozitivnich vysledkti u obou pohlavi se ukazalo, Ze rozdil mezi pohlavimi jsou
4 % (33 pozitivnich vzorkt). Vysledky vysly opét v souladu s literaturou, ktera uvadi ze

vyskyt LB je ¢astéjsi u zen a Ze incidence u muzi a Zen je v poméru 1:1,2.

Pocet infikovanych osob v jednotlivych mésicich je silné ovlivnén
mikroklimatickymi podminkami (teplota, vlhkost), které maji vyznamny vliv na
zvySenou aktivitu klistat a také na castéj$i pohyb lidi v pfirodé. Velmi sucha mista
v disledku vysokych teplot, trvale podmaceny terén, nebo chladno aktivitu klistat
tlumi. V hypotéze 3 jsem ptedpokladala, Ze nejvySsi pocet pozitivnich vzorkli bude
zaznamenan Vv letnich mésicich. Tato hypotéza se potvrdila, protoZe nejvyssi zachyt
pozitivnich vzorkli vySetfenych za rok 2019 byl zjiStén v Cervenci, srpnu, a zafi.
Muzeme tedy usoudit, Ze pfiznivé podminky pro klistata byly jesté¢ v pozdim 1étu (zafi).
Vysledna zjisténi jsou také v souladu s odbornou literaturou (SZU, © 2019). Kazdy rok

se vSak tato skute€nost mize ménit v souvislosti se zménou klimatickych podminek.
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Protoze doposud nebyla zndma zadna ucinna vakcina, jedinou moznosti, jak omezit
riziko nakazy, je disledna ochrana pted klistaty. Nyni se vSak diskutuje o Gspésné
otestované vakcin€ proti LB, kterou neddvno testovali ¢esti védci z Ceskobudéjovického
Biologického centra AV CR, ve spolupraci s americkym farmaceutickym koncernem
Sanofi, ktery vylepsil pivodni o¢kovaci latku, ktera nyni cili na vSechny druhy borelii.
Dle védci je pripravek 100 % ucinny. Vysledky byly publikovany na zacatku kvétna
2020 v odborném ¢asopisu NPJ Vaccines (Kamp et al., 2020).
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6. ZAVER

Lymeska borelioza je multisystémové infekéni onemocnéni pfendsené zejména
klistaty rodu Ixodes ricinus. Pivodcem tohoto onemocnéni je komplex spirochetalnich
bakterii Borrelia burgdorferi sensu lato. V Ceské republice je kazdoroén& hlaseno

piiblizng 4000 pipadi.

Ve své praci jsem shromazdila informace o lymeské borelidzy véetné historie,
etiologie, epidemiologie, patogeneze, klinickych priznaku, 1é¢be, prevenci a laboratorni
diagnostice. Vysledky vySetfovanych sér vySetienych v laboratofi Stafila k. s.
v Ceskych Budgjovicich vroce 2019 jsem statisticky zpracovala a vyhodnotila s
ohledem na sezonni vyskyt infekce, dale jsem hodnotila vysledky metod ELISA
IgG/IgM a Western blot IgG/IgM. Krom¢ obecné zname informace, ze je LB nemoci
sezonniho charakteru, jsem zjistila promofenost mezi Zenami a muzi, a vyskyt vysledka
pozitivnich na LB s ohledem na v&k pacientii. Prace splnila stanovené cile a potvrdila

vSechny stanovené hypotézy.

Pti stanoveni diagndzy je nutné, aby lékat zvazil spolu se sérologickymi vysledky

také klinicky obraz a anamnézu pacienta.

Lymeska borelidza je zdvazné onemocnéni a pokud borelie v organismu perzistuji,
muze se lymeska borelidza rozvinout v chronickou formu, ktera postihuje Zivotné
dulezité organy ptedevsim myokard, mozek a ledviny. Z tohoto diivodu je nezbytné

klast velky dlraz na jeji prevenci.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACA acrodermatitis chronica atrophicans
AP alkalicka fosfataza

ATB antibiotika

Ba Borrelia afzelii

Bb Borrelia burgdorferi

Bbsl Borrelia burgdorferi sensu lato

Bg Borrelia garinii

Bgp Borelia glycosaminoglycans binding protein
BL Boreliovy lymfocytom

Bs Borrelia burgdorferi sensu stricto
Bsp Borrelia spielmanii

CNS Centralni nervova soustava

Dbp Decorin binding protein

DNA deoxyribonukleonova kyselina
EBV Epstein-Barrové virus

ECM erythema chronicum migrans

EIA Enzymovy imunotest

ELISA Enzyme Linked Imunosorbent Assay
EM erythema migrans

FDA Food and Drug Administration

IFA Nepifimy imunofluorescencni test
IgG imunoglobulin G

IgM imunoglobulin M

IP index pozitivity

LA lymeska artritida

LB lymeska borelioza

LNB lymeska neuroborelidza

Osp Outter surface protein

PCR polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
pH potencial vodiku

PLDS post boreliovy syndrom

SzU Statni zdravotni tstav
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TMB
WB

tetramethylbenzidin
Western blot
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