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Stanoveni protilatek proti Lymeskeé borelidze, ELISA vs. Western Blot

Abstrakt

Lymeska boreli6za je jedno z nejcasté&jSich onemocnéni pienasené Kklist'aty.
Lymeska borelibza ma mnoho klinickych pfiznaki, ovSem u mnoha pacienti muze
probihat i asymptomaticky. Laboratorni diagnostika tohoto onemocnéni spociva ve
stanoveni protilatek ve tfidach IgM a IgG nejprve pomoci ELISA testu, a poté
konfirmaci pomoci Western blotu.

Tato bakalafskd prace je rozdélena na dvé cCasti. V prvni, teoretické Casti, je
popsana historie onemocnéni, a patogen, ktery onemocnéni zpusobuje. Nedilnou
soucasti je také popis prenaSece, tedy klistéte, a pienos puvodce lymeské borelidzy.
Detailnéji jsou popsany déje, které se odehravaji béhem pienosu Borrelie, a jak ptitom
reaguje télo hostitele. VEtsi cast teoretické €asti je vénovana popisu klinickych ptiznaki
lymeskeé boreliozy a jeji laboratorni diagnostice. Jsou popsany metody piimé i nepiimé,
ovSem nepiimym metodam je vénovana vétsi ¢ast, nebot’ je to zaddni mé bakalarské
prace.

V druhé, praktické Casti, je popsan postup obou metod nepiimé diagnostiky, tedy
ELISA testu a Western blotu. Behem mé praxe jsem se podilela na vySetieni 510
lidskych sér, kdy jsem pomoci WB stanovovala protilatky tiidy IgM a 1gG.

Soucasti této kapitoly jsou také vysledky mé prace prehledné znazornéné
v tabulkach a grafech. Protoze Western blot je Vv klinickych laboratofich pouzivana jako
konfirma¢ni metoda, jsou poCty pozitivnich testl provedenych touto metodou nizsi nez
pomoci ELISA testu. ELISA test nema tak vysokou specificitu, mnohé pozitivni testy se
po konfirmaci pomoci WB ukazi jako negativni. Jde o to, Zze dochazi k reakci
s antigenem flagelinu, ktery se ovSem mize vyskytovat i u jinych bakterii, které mayji

bi¢ik. Proto je tak dulezita konfirmace pozitivnich testti pomoci metody Western blot.
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Determination of antibodies against Lyme Disease, ELISA vs. Western
Blot

Abstract

Lyme disease is one of the most common tick-borne diseases. Lyme disease has many
clinical symptoms, but it can also occur asymptomatically in many patients. Laboratory
diagnostics of this disease involves the determination of IgM and 1gG antibodies, first
by ELISA test, and then it is confirmed by Western blot.

This bachelor thesis is divided into two parts. The first, theoretical part, describes
the history of the disease, and the pathogen that causes the disease. Theoretical part also
includes the description of the vector, the tick, as well as a transmission of Lyme
disease. The events which take place during Borellia transmission and how the host
body reacts, are described in more detail. Most of the theoretical part is devoted to the
description of clinical symptoms of Lyme disease and to its laboratory diagnostics.
Both, direct and indirect methods, are described. But a larger part is devoted to indirect
methods, because it is the assignment of my bachelor thesis.

In the second, practical part, the procedure of both methods of indirect diagnostics,
ELISA test and Western blot,is described. During my practice, | participated in the
examination of 510 of human sera. It was used Western blot test to determine IgM and
IgG antibodies against Lyme disease.

Results of my work are clearly shown in tables and graphs. Because Western blot is
a confirmatory method in clinical laboratories, the number of positive tests performed
by this method is lower than by ELISA test. ELISA test has not such a high specificity
as Western blot. Many positive tests prove negative after confirmation by Western blot.
It’s because there is a reaction with the flagellin antigen, which, however, also occurs in
other flagellate bacteria. Therefore it is important to confirm of positive tests by
Western blot.
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SEZNAM ZKRATEK

ACA Acrodermatitis chronica atrophicans

Bb, Bb a Bg Borrelia burgdorferi, B. afzelii a B. garnii
Bbsl Borrelia burgdorferi sensu lato

Bdr Borrelia direct repeat

BmpA Glykosamidopeptidovy receptor

CD Cluster of differentiation

CLIA Chemiluminiscen¢ni analyza

DNA Deoxyribonukleova kyselina

EIA Enzyme immuno assay

ELISA Enzyme-linked immuno assay

EM Erythema migrans

Ig Imunoglobulin

INF Interferon

kDa Kilodalton

LB Lymeska borelidza

Osp Outer surface protein, vnéjsi povrchovy protein
PCR Polymerazova fetézova reakce

RLU Relativni svételna jednotka

szu Statni zdravotni Gstav

TNF Tumor necrosis factor

VIsE Variable lipoprotein surface-exposed protein
wWB Western blot



Cil a zadani prace

Hlavnim cilem této bakalaiské prace je seznamit se s metodami, pomoci kterych se
stanovuji protilatky proti lymeske borelioze (LB) v klinickych laboratotich. Toto
onemocnéni méa v Ceské republice vysokou incidenci, a proto je jeho diagnostika a
véasna 1écba velice dulezitd. Nemalou soucasti prace je popis patogena zpusobujiciho
lymeskou nemoc, jeho pienos a klinické ptiznaky onemocnéni u ¢lovéeka.

Toto téma je mi velmi blizké, nebot’ jsem na zékladni Skole lymeskou boreliézu

prodélala.

Uvod

Lymeska borelidza je zanétlivé multisystémové bakteridlni onemocnéni, které
postihuje kromé kiize, pohybového aparatu a srdce i nervovy systém. (Bartinek, 1996)
Toto onemocnéni je zoondza zpusobena spirochétami rodu Borrelia. Vektorem
patogena ve stiedni Evropé je klisté obecné (Ixodes ricinus). Riziko infekce je sttedné
vysoké (v CR je v priméru infikovano boreliemi cca 10-20 % klistat) a onemocnéni
byva Casto asymptomatické. (Bartiinék, 1996)

Zakladni klinické spektrum boreliové infekce je si podobné na celém svéte.
Miuzeme vSak najit rozdily v klinickych projevech mezi lymeskou boreli6zou
vyskytujici se v Evropé a Severni Americe (Nadelman et Wormser, 1998)
Tyto rozdily jsou dany rozdilnymi vlastnostmi a invazivni strategii pavodcu
onemocnéni vyskytujicich se na danych kontinentech. Z toho divodu mizeme objevit
rozdily v Kklinické prezentaci i mezi regiony vramci Evropy. (Hubalek a Halouzka,
1997)



1 TEORETICKA CAST

1.1 Historie

V druhé poloviné 19. stoleti, byly poprvé zaznameniny a popsany nejriaznéjsi
projevy nemoci i bez toho aniz by byl znam ptivodce onemocnéni. V tomto ¢ase nebylo
uvedeno ani spravné pojmenovani této nemoci.

Prvni, kdo publikoval popis onemocnéni acrodermatitis chronica atrophicans
(ACA), byl vroce 1883 dermatolog Buchwald. Az o nékolik let poté byl popsan
lymfocytom i erythema migrans (EM). (Barttin¢k, 2013)

Zanedlouho bylo zjiSténo, ze kromé koZnich zmén zpiisobené touto nemoci se
vyskytuji 1 ptipady, kdy byl postiZzen 1 nervovy systém. Onemocnéni tak bylo oznaceno
za celkové, neboli systémové. Etiopatogeneze vSak stale nebyla objasnéna.

V nasledujicich letech se objevila celd fada rliznych teorii a nazorti na ptivodce
tohoto multiorgdnového onemocnéni. Az Lenhoff ptfiSel s podstatnym tvrzenim.
Upozornil totiz na moznou etiologickou ucast spirochet pii koznich onemocnénich typu
erythema migrans a acrodermatis chronica atrophicans. Nikdo jiny, to vSak nepotvrdil
a proto bylo od tohoto ndzoru opusténo.

Onemocnéni lymeskéd borelioza byla znovu studovana az Steerem v prubéhu
osmdesatych let 20. stoleti, a to diky rodicim déti z mésteCcka Old Lyme
v Connecticutu. Dé¢ti zde byly opakované postihovany neobvyklym endemickym
zéanétem kloubt, a to hlavné v letnich mésicich. Steere a jeho spolupracovnici na tento
epidemicky vyskyt zaméfili svoji pozornost. Na 39 détech provedli klinické a
epidemiologické Setieni. Padesat devét procent z nich splnilo kritérium pro juvenilni
revmatoidni artritidu. Pozornosti I€kaii vSak neunikl ani erytém, ktery tuto kloubni
afekci pfedchdzel a ani fakt, Ze je pro tuto oblast charakteristické rozsifeni kliStat druhu
Ixodes dammini. Diky tomu tak byla v roce 1977 lymeskéa boreliéza pojmenovana jako
lymeska artritida (tzv. zanét kloubit).

V roce 1982, byl objeven i piivodce této nemoci. Byla jim spirochéta, kterd byla
zatazena do rodu Borrelia a nazvana dle svého objevitele, Borrelia burgdorferi.

V roce 1987 na Ill. Mezinarodni konferenci v New Yorku, kterd se vénovala této
problematice, pak bylo doporu¢eno oznafeni onemocnéni jako lymeska borelidza.

(Bartlinek, 2006)
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1.2 Soucasnost
V soucasné dob¢ je znamo vice nez dvanact druhd rodu Borrelia (Ktfupka et al.,
2008). Do skupiny Borrelia burgdorferi sensu lato (Bbsl) patii: B.burgdorferi, B.afzelii,
B.japonica, B.andersonii, B.tanukii, B.turdi, B.valaisiana, B.lonestari a B.bissettii.
Jejich pocet jisté neni zdaleka koneény. I kdyz onemocnéni neni nové,
etiopatogeneze je velmi rozmanitd a doposud ne zcela objasnéna. Lymeska borelioza je

tak nadale predmétem dalSich studii a vyzkuma.

1.3 Etiologie

Bylo zjisténo, ze onemocnéni lymeska borelidza zplsobuji bakterie rodu Borrelia.
Je znamo vice druhti bakterii tohoto rodu, které toto onemocnéni zptisobuji. Nejprve byl
popsan jako puvodce lymeské boreliozy jediny druh - Borrelia burgdorferi. V dalsich
letech, v podstaté az do soucasnosti, se jako ptivodci objevuji i dalsi druhy a poddruhy. I
to je pti¢inou Sirokého spektra klinickych ptiznaki onemocnéni. Pro shrnuti, Borrelia
burgdorferi vyvolava onemocnéni nejcastéji v Severni Americe, v Evropé je to zejména

Borrelia garnii a Borrelia afzelii. (www.kliste.cz)

1.4 Borrelia burgdorferi sensu lato
Borrelia burgdorferi sensu lato (Bbsl) — je to bakterialni komplex, ktery v této

chvili zahrnuje vice jak jedenact pojmenovanych genotypu. (Bartinék, 2013)

1.4.1 Morfologie
Bbsl jsou gramnegativni spiralovité bakterie, dlouhé 4-30 um a Siroké 0,2-0,5 um
(viz obr. 1). (Rozsypal et al., 1981).

obr. 1 Borrelia burgdorferi s. I. v elektronovém mikroskopu. (Zdroj www.borelioza.cz)
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Spiraly jsou tvofeny 4-15 zavity, a diky rotacim kolem podélné osy se pohybuiji,
ptipadné pomoci jejich natahovani ¢i smrStovani. Diky tomu mohou vyvinout rychlost
az 2 mm za sekundu. Maji 7-9 bi¢iku, které vychazeji ze dvou poli a to bazalnich diskd,
které jsou umistény v cytoplazmatické membran€, a obtaceji télo borelie pod vnéjsi
bunécnou sténou a umoziuji ji tak pohyb a také prinik do mist, kam se jiné bakterie
nemohou dostat. Tyto biciky jsou duté a neopouzdiené. Borelie jsou primarné
extracelularnimi patogeny a volné prochazeji epitelem i hematoencephalickou bariérou.
Jsou tak schopné vstupovat do bunék, naptiklad fibroblastli, dendritickych bunék a
makrofagl, a v nich nadale piezivat. Mnozi se relativné pomalu a to pfi¢nym, nebo
podélnym délenim, pfiblizné kazdych 7-20 hodin. (Merildinen a kol., 2015; Vancova a
kol., 2017)

Obal bakterie je tvoten trojvrstevnou bunécnou sténou z peptidoglykentina vnitini
strang, lipopolysacharida a lipoproteint na vnéjsi strané. Sténa je odd¢lena
periplazmatickym  prostorem od cytoplazmatické membrany na povrchu
protoplazmatického valce. Flexibilita této stény umoziuje tvorbu cyst a vylucovani
vezikul, které obsahuji plazmidy (viz obr. 2). Vezikuly maji stejné slozeni jako buné¢na
sténa a navic maji, jak uz bylo zminéno, plazmidovou vybavu. Fluidita vnéjsi
membrany umoziuje posun antigennich molekul proteini a bunéénych
glykosaminopeptidovych receptoru, které jsou vyznamné pro adhezi s hostitelskou
bunikou. Spirochéty borelii se od ostatnich spirochét odliSuji ptitomnosti vezikularnich a
fibrilarnich utvard, které jsou podobné glykokalyxu bunky (ochranny plast povrchu
dané buriky).

Borelie jsou schopny tvofit i tzv. non-spirdIni formy, které jsou reverzibilni a
mohou aktivné piejit ve formu spirdlni. Tvorba cystickych forem a odskrcovanych
vacku, obsahujicich slozky cytoplazmy, je pozorovana pii vystaveni klasické spirdlni
formy nevhodnym podminkdm, jako je nizké pH, nedostatek nutri¢nich zdroji nebo
nizky osmoticky tlak. Tyto formy, které maji snizenou metabolickou aktivitu, jsou
schopny reverze v plné metabolicky aktivni spirdlni formu. Tento jev znesnadiuje
mikroskopicky pritkkaz a t€émito mimikry se mohou ukryvat pfed nepfiznivymi faktory

imunitniho systému nebo antibiotickou 1é€bou. (Bartiin€k, 2006; Rohacova, 2005)
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a Vnéjsi Periplasmaticky  Protoplazmaticky Periplazmaticky
membrana prostor bunécny vilec hicik

A\ 4

b Periplazmatické

Proteiny vnéjsiho

Protoplazmaticky
povrchu

bunécny valec
Protoplazmaticka
bunécna membrina

Periplasmaticky
prostor

Bunécna sténa

obr. 2 Struktura spirochéty Borrelia burgdorferi

obr. a)Schéma spirochéty Borrelia spp. - modfe jsou znazornény bi¢iky, které
vychazeji z polu buriky a obtaceji se pod vnéjsi bunénou sténou kolem celého téla
borelie.

obr. b)Prifez té€lem borelie. Modie vyznaceno sedm periplazmatickych biciku,
které tvofi pevné zabalenou Ccast, ktera tak zplsobuje vybouleni vnéjSi strany

membrany. (Zdroj www.semanticscholar.org)

1.4.2 Rust

Mikroaerofilni borelie rostou ve vysoce obohacené komplexni zivné pudé BSK
(Barbourova-Stoenerova-Kellyho ptda) in vitro pfi 33 °C. in vitro je genera¢ni doba
ristu 12 — 14 hodin. In vivo bylo pfi opakovanych odbérech krve od pacientl s
erytémem, pozorovano déleni bunck béhem 6 a 12 hodin. Rust borelii byl pozorovan i
v krvi pacienta, a to 1 6 dni po pokousani kliStétem, kde rostly za pomoci pti¢ného a
podélného zaskrceni matetské buiiky. Ta ztraci pomoci téchto zaSkrceni septa skoro
polovinu bic¢iki. U dcefinych bun€k poté z diskli a hackd vyrostou bic¢iky nové.
K obnové bi¢iki nedojde pouze v nevhodnych podminkach, napiiklad pii pouziti
antibiotik.

Pii experimentalnich podminkach v laboratofi prokazuji borelie svou velkou

odolnost. V citratové krvi vydrzi az étrnact dni pii 4°C, v mozkomi$nim moku je to osm
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dni. Lze je také izolovat z vody, ktera byla znecisténa klist'aty, nebo vykaly od hlodavcu

¢i ptaki. (Bartin€k, 2013).

1.4.3 Antigenni struktura

Jednotlivé druhy Borelia burgdorferi sensu lato se nelisi jen svym genotypem, ale i
fenotypem. To znamend, ze se li§i ve své antigenni vybaveé, se kterou souvisi
imunogenni a patogenni vlastnosti (virulence).

Antigenni struktura borelii je velmi pestra. Borrelia burgdorferis.l. ma podobné
antigeny jako ostatni borelie, a zaroven muizeme tyto antigeny nalézt i u jinych
spirochét. U Borrelia burgdorferis.l. byli zkoumany hlavni antigenni determinanty, coz
vedlo ke zjisténi odliSnych sérotyptd u borelii stejného druhu. Tyto antigeny urcuji
piedevsim citlivost a specifitu serologickych testl. Borelie maji schopnost ménit své
antigeny v zavislosti na tom, v jaké fazijejich Zivotniho cyklu se pravé nachazeji.
(Barttnek, 2006).

Antigeny maji vétSinou proteinovy charakter, ale 1 na povrchu bakterie se vyskytuji
méalo znamé neproteinové antigeny, jako jsou peptidoglykany nebo latky podobné

lipopolysacharidu. (Bartinék, 1996)

1.4.3.1 Povrchové proteiny a antigeny borelie
Seznam vyznamnych bilkovin, které spole¢né vytvaieji zevni membranu:

1. OspA - lipoprotein s molekulovou hmotnosti 30-32 kDa

2. OspB —34-36 kDa

3. OspC —21-22 kDa

A dalsimi jsou - lipoprotein OspD, OspE, OspF — tyto lipopoproteiny jsou
strukturni slozky membrany, které v zavislosti na jakoukoli fazi Zivotniho cyklu borelie,
maji rizny stupenn exprese. Antigeny Osp maji svij piavod v plazmidech. Ty nesou
regulacni geny borelii.

Borelie jsou antigenné velmi nestalé a za urcitych podminek jsou schopné antigeny
ménit. Toto jim ddvd moZnost uniknout protilatkové odpovédi. Napiiklad v pfisatém
klistéti je antigen OspA, neni vSak u borelie, ktera infikovala svého hostitele — u nich se
objevi antigen OspC. Neni ale vyloucena opétovnd tvorba antigenu OspA.(Votava,
2003)

Antigeny p60 a p4l maji konstantni hmotnost.P60 je cytoplasmaticky antigen,

ktery je Siroce zkiiZen€ reagujici.
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P41 je reprezentujici bicikovy antigen. Je antigenné heterogenni, coz znamena, ze
v koznich izolatech z Evropy ma specificky epitop, ale na americkych izolatech nebyl
na tomto epitopu detekovan. Tato heterogenita se vyskytuje i u antigeni OspC a OspA.
(Rohacova, 2005)

Tento antigen také ¢asto zpusobuje v serologickych stanovenich fale$nou pozitivitu
a to proto, ze neni specificky pouze pro borelie, ale vyskytuje se i u jinych bi¢ikatych
bakterii. Pavé na tento antigen je vazéna tvorba protilatek v ¢asném stadiu borelidzy.
Kromé né&j se v Casné imunitni odpoveédi uplatiiuje i antigen OspC, ktery je vysoce
specificky a vyznacuje se svoji vysokou reaktivitou se séry testovanych pacienti, kteti
maji projevy Casné infekce (u vySetfeni Western blot je dominantnim markerem ¢asné
odpovédi ve tfidé IgM). V protilatkové odpovédi jsou také zapojeny proteiny pl18, p39 a
pl00 (u vysetieni Western blot jsou spolehlivymi markery pozdni odpovédi ve tiidé
1gG).(Votava, 2003)

1.4.3.2 Bdr geny

Spirochety borelii vlastni regula¢ni geny — Borrelia direct repeat (Bdr). Tyto geny
maji celkem 18 ¢lenti. Bdr proteiny, které jsou urCené témito geny, jsou jak
mezidruhové tak vnitrodruhové rozdilné. Jsou ulozené v cytoplazmatické membrang,
nedaji se ovlivnit protildtkami ani antibiotiky. Rizen4 tvorba proteintl, ktera je ovlivnéna

témito Bdr geny, ma za nasledek tvorbu imunokomplext. (Bartingk, 2006)

1.5 Kliste

Ceské republika se nachazi v mirném pasmu, je tedy idealnim mistem pro Zivot
hlavniho pfenasece lymeské boreliozy, klistéte. Klisté patii do kmene Clenovcu, tiidy
pavoukovcll, fadu rozto¢i — nejedna se tedy o hmyz. (Bartliinek, 1996).

Hlavnim vektorem pienosu borelie v Evropé je I1xodes ricinus, v USA je to Ixodes
damini.

Délka zivotniho cyklu kliStéte, ktery souvisi se zivotnim cyklem borelii, zdvisi na
konkrétnich podminkéach a pohybuje se v rozmezi 2 az 6 ti let. Nez se klisté pfeméni
v dospé€lého jedince-imago, musi projit tfemi stadii - larva, nymfa a dospélec. Béhem
vyvojového cyklu klistéte miizeme u vyvojovych fazi pozorovat i klidova stadia, ktera
mohou trvat 6-12 mésici. Larvy a nymfy se vyviji v dalsi stadium, dospélci kladou
vajicka, vzdy na jate. Z vaji¢ka se vylihne larva métici cca 0,8 mm, s ttemi pary nohou.

Larva saje na hostiteli asi tfi dny a poté hostitele opusti. Vybira si vétSinou drobné
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hlodavce, ale neni to pravidlo, mize se pfisat i na Clovéka. Po nasati zacne travit
potravu a dostane se do stadia metamorfézy - zapoéne pieména na dal$i vyvojové
stddium zvané nymfa. Zde dochdzi k pieméné orgéni z larvalnich do vyssiho
vyvojového stupné. Pfeména trva vice jak mésic. Nymfa méfi cca 1,2 — 1,5 mm a ma
Ctyfi pary nohou. Na hostiteli saji krev 4 — 5 dnu. Je to stadium, které nalezneme na
Clovéku prisaté nejcastéji. Nymfa po nasati se nasledné za¢ne preménovat v dospélého
jedince - imago. Dospéli samci a samice klistéte jsou schopni reprodukce, a rozezname
je od sebe pouhym okem. Zatimco u samce je télo kryté chitinizovanym hibetnim
Stitkem, u samice dosahuje Stitek do jedné tietiny téla. Zbytek téla samice je tvoien

mékkym, koZovitym, rezavé zbarvenym ttvarem. (viz obr. 3).

obr. 3 Dospéli jedinci klistéte rodu Ixodes ricinus. (zdroj www.kliste.cz)

Pfeména v dospélce trva priblizné 42 dnti. V dospélosti krev saji pouze samice, role
samce je jiz pouze reprodukéni. Hostiteli dospélych klistat jsou piedev§im veétsi
zivocichové jako psi, koné, ko€ky, vysoka zvér ¢i lidé. Saji cca 7 — 8 dni. Samecci po
oplodnéni samicek umiraji a samicky se chystaji na ptezimovani. Na jafe pak samicky
nakladou vajicka a téz uhynou. Po nakladeni vajicek se do dvou mésicti vylihnou
Sestinohé bezbarvé larvy a cyklus se opakuje (viz obr. 4). (Rosa, 2005; www.Kliste.cz)

Je tfeba také zminit, ze reprodukéni schopnost klistat je velmi vysokd. Samicka

dokaze naklast 2500 az 4000 vajicek. (www.kliste.cz)
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obr. 4 Vyvojovy cyklus klistéte. (zdroj www.kliste.cz)

Klistata se v pfirod¢ nejcastéji nachdzeji na okrajich listnatych a smiSenych lest
nebo v travnaté ¢i kfovinaté krajin€. Vyskytuji se obvykle do nadmoiské vysky 800 m.
V kazdém svém stadiu vylézaji kliStata do rizné vySky. Larvy se vyskytuji pfevazné
nékolik centimetri nad povrchem pudy, nymfy a dospéli jedinci se uchycuji do jednoho

metru nad povrchem. (www.kliste.cz)

1.6  Pienos borelie

Borelie se vyskytuji pfevazné v ptirode¢, kde koluji mezi klistaty a voln¢ zijicimi
obratlovci.

Hlavnim rezervoarem B. burgdorferi s. |. v Evropé a Asii je mySice (Apodemus
spp.), v Severni Americe je to kiecek bélonohy (Peromyscus leucopus). Snadno se totiz
od pifenasece nakazi a nékteré z nich se po cely zivot stanou nosicem tohoto patogena.
Imunitni systém myS$i je tolerantni k puvodci onemocnéni, dochazi tak u nich
k celozivotni bakteriémii, kdy jsou ptvodci neustale ptitomni v periferni krvi. To je
vysvétleni, pro¢ je mys tak snadnym rezervoarem. DalSim vhodnym rezervoarem muze
byt potkan, krysa nebo zajic (ne vSak kralik, o nich to zndmo neni). Ve stiedni Evropé je
mnohopocetnym hostitelem plch velky (Glis glis). Diky témto rezervoarum je infekéni
cyklus zachovan. Nevyznamnym rezervoarem jsou jeleni nebo skot. Neni znamo, ze by

se od vektort nakazily. (Danes, 2003; Kimming, 2003)

Dale se na ptenosu borelii mohou podilet n€ktefi ptaci, na kterych hojné parazitu;ji

larvy klistéte.
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Do lidského organismu nebo do zvifete se borelie dostanou prostiednictvim
ptrenaseCe (vektor), ktery patogena ziskal od jiného nakazeného hostitele nebo co-
feedingem s jinym infikovanym klistétem na témze hostiteli. (Bartingk, 2006)

V Evropé je hlavnim vektorem tohoto pienosu vice druht klistat rodu Ixodes
ricinus, a vSechna jejich vyvojova stadia od larvy, nymfy az po dospélého jedince.
Muzeme fict, Zze je zde ur¢ita spojitost mezi druhem borelie a rezervoarem. Vyssi
prevalence Borrelia afzelii byla zjisténa u hlodavci, jako jsou hrabos$i, mySice, ale i
krysy nebo potkani. Borrelia garinii se vétSinou vyskytuje u ptactva (napiiklad u
bazanti, ale i u jiného okrasného ptactva), objevime ji i u hlodavci a hmyzozravc, ale
to jen velmi mélo. Déle je tu také B.lusitanie, pro kterou jsou rezervoarem nékteré
druhy jestérek, nebo B.spielmanii, ktera byla objevena u plcha. Borrelia burgdorferi s
I.je detekovana u ptakd i hlodavct. U nékterych studii se mizeme docist i to, ze
klistata jsou rdzné¢ vnimava k jednotlivym druhtim B. burgdorferi v zavislosti na
geografickych oblasti, a Ze nékteré borelie Ze jsou vazany na uréity druh KkliStat.
(Bartinek, 2013).

Je zde i odli$nost v osidlovani hostiteli jednotlivymi vyvojovymi stadii klistéte.
Jak jiz bylo vySe fecCeno, klist'ata rodu Ixodes maji tii vyvojova stadia, a to larvu, nymfu
a dospélce. Kazdé stadium saje pouze jednou. Po nasyceni odpadnou a dojde k
metamorfoze. Sani na hostiteli probiha i nékolik dni a diky pohybu téchto hostitel se
klist¢ a tim i pfipadna infekce B.burgdorferi s. l. rozsituje, a lymeska borelioza se tak
udrzuje v piirodé(Rosa, 2005; Bartinék, 2013).

Teoreticky mohou byt prenaseCem 1 nékteré druhy hmyzu, u kterych byla
pritomnost spirochét nékdy prokazana (Bartin€k, 2006). Jsou to napiiklad hemofagni
mouchy, samicky komard nebo muchni¢ek. Takovyto zpiisob ptenosu vSak nebyl
experimentalné ovéfen, a tak izolaci borelii z hmyzu nelze povazovat za dikaz.
Hlavnim a celosvétovym uznavanym pienasecem je tedy kliste.

Je zde jesté jedna varianta pienosu nakazy, a to pii krevni transfizi nebo z matky
na plod (Rohacova, 2005). Tento pienos, odborné transplacentarni, byl popsan jen par
let po objeveni plivodce nemoci. V roce 1985 byl popsan piipad Zeny, ktera onemocnéla
v prvnim trimestru t&hotenstvi lymeskou borelidzou. Zena nebyla zalé¢ena antibiotiky a
v35.tydnu porodila dité, které béhem prvniho tydne Zivota zemielo na srdecni vady
(zGzeni aorty i aortdlniho oblouku, oteviena Botallova du¢ej a endokardialni

fibroelast6za).
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Histologicky ndlez prokazal spirochéty ve slezin€, ledvinach a v kostni dfeni.
Objevily se i dalsi podobné piipady, kdy u déti byli pomoci histologie nalezeny
spirochéty borelie. I pfes tyto pozitivni ndlezy nebyla prokézana souvislost s infekci. Ve
tkanich totiz nebyly prokézany zadné zanétlivé zmény ani imunologickd odpovéed:.
(www.pediatriepropraxi.cz)

Jestlize je moznost pienosu borelie z matky na plod, nabizi se zde otazka, je-li
mozny pienos napiiklad i z matetského mléka. Nebylo vSak doposud nic takového
hlaseno. Zajimava je ale situace, kdy se pomoci metody PCR podafila ziskat DNA
Borellia ~ burgdorferi  z  matefského mléka a i moci  kojicich
matek.(www.pediatriepropraxi.cz)

Byl také prokazan i vertikalni pfenos agens z jednoho stadia vektora do dalsiho, a
to v pribéhu metamorfozy, tzv. transstadialni a transovarialni pfenos. Agens je tak

piedavano samickou jejimu potomstvu. (Krbova, 2007)
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1.6.1 Mechanismus pienosu

Klisté se na svého hostitele neptisaje hned potom, co se na néj dostane, ale hleda si
vhodna mista. Obvykle je jimi jemné a vlh¢éi pokozka. Tim je pfedevsim oblast podpazi,
ttisel, podkolennich jamek, bficho a oblast za uSima, Neni to vSak pravidlo, klisté se
miiZe piisat i na jind mista, napfiklad na hlaveé ve vlasech. Na to, aby se klist¢ dokéazalo
na hostitele ptisat, je vybaveno hypostomem. To je organ ustniho ustroji ve tvaru
harpuny s protismérnymi hacky. Ty zajistuji pevné prichyceni a naslednou moznosti

ptijimani krve (viz. obr. 5). (www.Kkliste.cz).

obr. 5 Takto vypada prisaté klisté prisaté na clovéku. (zdroj www. kliste.cz)

Ptenos Bbsl z kliStéte na hostitele neni pouhd mechanicka zaleZitost, ale je fadou
biologickych procest. Spirochety pfeZivaji v klidovém stavu na podzim a v zimé v
zazivacim traktu nymf. (Barttinék, 2013)

Jakmile se klisté ptisaje, zacne do hostitele vpoustét smeés chemickych latek, které
slouzi jako chemotraktant pro borelie nachazejici se v hostiteli. Timto zpisobem
dochazi k ndkaze vektora (Buhner, 2014). Tato smés chemickych latek se do hostitele
dostava pomoci slin, s nimi se do rany dostane i latka, kterd kolem bodaciho Ustroji
vytvoii tzv. cementovou vrstvu, ktera znesnadiiuje odstranéni klistéte.

Ve smési chemickych latek ve slinach, které poméhaji ptemoct obranu hostitele, se
nachazi latky, které tlumi srazeni krve. Dale jsou to latky, které brani zanétlivému
procesu u hostitele, tzn., Zze nevznikda v misté¢ bodnuti svédéni, tudiz si v prvnim

nékolika hodinach hostitel ani nevSimne, Ze je na ném klisté ptisaté. U hostitele je také
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potlacena imunitni odpoveéd’ na prisati. Tim dojde k vytvofeni vhodnych podminek k
preneseni infekce. (Www.Kliste.cz).

Je-1i klisté infikovano, borelie se mnozi v jeho zazivacim traktu. Poté, co se klisté
prisaje na hostitele, dochazi ke stimulaci Bdr geni krvi. Tyto geny pak fidi expresi
povrchovych proteinti (OspA a OspC) a tim umozni piechod borelii do slinnych zlaz
klistéte. OspA antigen je zodpoveédny za prichyceni se bakterii ve stieve klistéte a pfi
prechodu do slinnych zlaz je jeho exprese potlacena a zvySuje se hladina OspC. Diky
zvyseni exprese OspC antigenu, je umoznéno bakteriim opustit travici trakt a nasledny
piechod do slinnych zlaz kliStéte. Tento jev, kdy se lipoprotein OspA vytrati, patrné
souvisi s adaptaci borelie na rizné druhy hostitele, ktefi maji rizny metabolismus a
riznou teplotu. OspC je tedy ptfed sanim klistéte sotva prokazatelny (teplota je pod 24
°C). Jakmile se ale zvysi teplota nasavanim krve do klistéte, OspC ma moznost se
zmnozit (Dane§, 2003). Dale ma tento lipoprotein schopnost navazani
imunoregulacniho proteinu Salpl5 (ten je obsazen ve slinach klistéte), ktery pomaha
boreliim proti imunitni reakci v poc¢atecni fazi infekce od hostitele (Kiupka, 2008).
Prostfednictvim bodaciho ustroji a infikovanych slin, které jsou béhem sani klistéte
vyluGovany do hostitele, se bakteriec dostavaji do té€la hostitele. Zda spirochéty
organismus hostitele infikuji nebo ne, je ovlivnéno dobou sani, kterd se u vyvojovych
stadii lisi. Obvykle se uvadi, Ze postaci 24—36 hodin. Se zvySujici se dobou sani se tedy
zvysuje pravdépodobnost ndkazy.

Spirochéty mohou do téla hostitele proniknout i pfes neporusenou kiizi ze sttevniho
obsahu klistat, a to zejména pfi nespravné manipulaci s nim pii vyndavani z rany.
(Bartiin¢k, 2006; Rohacova, 2005) Infikovana mohou byt vSechna tfi vySe zminovana
vyvojova stadia. Spirochety borelii se mohou objevit i u komart, od nich v8ak pfenos
nebyl zaznamenan. Nebo také pfi laboratorni infekci. Déle je predpokladany mozny
ptenos piimou inokulaci (krevni transfuze), ned4 se vSak snadno prokdzat a je raritni.

(Bartiingk, 2013)

1.7 Patogenita a virulence

U borelii dosud nebyli identifikovany Zadné faktory virulence jako toxiny nebo
enzymy. Mezi faktory patogenity se fadi predevS§im aktivni pohyb pomoci bi¢iki a
ptitomnost lipopolysacharidového komplexu, ktery se podili na vzniku teploty a na

tkanovém poskozeni. (Bartinek, 2013; Votava, 2003)
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1.7.1 Patogeneze

Lidsk& infekce zapo¢ne po pieneseni spirochet, prostiednictvim piisatého klistéte,
do ktze. Aby spirochety v téle hostitele piezili, musi se po pieneseni zacit mnozit.
Nastava tak komplex ruznych déju, které jsou zavislé na fadé rtiznych faktord. Bakterie
v hostiteli mohou ptetrvavat tydny i mésice, pricemz se pomalu mnozi.

Casné byli spirochéty borelii prokdzany v kostni dfeni, v kazi slezing, v
lymfatickych uzlindch, ve varlatech i v jatrech. Brzy je také zasazen centralni nervovy
systém, a to ve 2-3 tydnech od za¢atku infekce. I piesto, Ze hematogenni Sifeni je méné
intenzivni neZ naptiklad tkanové ¢i lymfogenni, dochazi nakonec mezi 2. a 3. mésicem
k osidleni vSech hlavnich zasazenych organti — hlavné kiize a podkozi, klouby, nervové
tkané, myokard a kosternich svali. Pfitomné spirochety ve tkanich zde mohou
pretrvavat v klidovém rezimu v faddech mésicti 1 let. Tento stav muize byt plné
asymptomaticky, nebo ho mohou doprovazet rizné klinické obtize. Stfidd se také
obdobi klidu a relapsu. Je dolozen piipad, kdy byla spirochéta borelie izolovana devét
let po casné neuroborelidze, a to z mozkové tkané.

Kmeny spirochet se lisSi membranovymi adherencnimi faktory. Kmeny borelii,
které tyto adheren¢ni faktory maji, se mohou §ifit z mista inokulace, Klist¢ do tkané
pieda riznorodou populaci spirochet, ze které se vyselektuji invazivni varianty. To jsou

takové, které napiiklad neobsahuji proteiny OspA a OspC (Bartun¢k, 2013).

1.8 Imunitni mechanismy proti borelii

Kazdy ¢lovék ma jinou imunitni ochranu, a tak na infekci borelii reaguje kazdy
zcela jinak. Proti infekci je v obrané zahrnuta vrozena i adaptivni imunita. Béhem
pocateéni faze infekce indukuji spirochéty prozanétlivou odpovéd v Iézich zvanych
erythema migrans, a v krevnich mononuklearnich butikach, které produkuji prozanétlivé
cytokiny, hlavné INF-y (Bartinék, 2006). Pfi migrujicim erytému je bunééna odpovéd’
organismu spojend s vyskytem CD4 a CDS8 lymfocytu a makrofagi. Infekce je tak
ovlivnéna hlavné interakci mezi boreliemi a makrofagy (fagocytujicimi butikami), které
pohlcuji bakterie (Rohacova, 2005). Z fagocytované borelie jsou upraveny na antigenni
material, ktery spusti imunitni obranu organismu, a makrofagy maji za ukol vyvolat
zanétlivou reakci (Dane§, 2003). Toto jsou dvé zakladni tvrzeni, které je dobré
rozvinout. Zacneme tedy od zacatku, kdy borelie pronikne do organismu hostitele.

Jakmile se tak stane, aktivuji se béhem né€kolika dnti zékladni slozky imunitniho

systému. Jsou to vySe zminéné makrofagy, T a B-lymfocyty. Makrofagy vylucuji
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prozanétlivé a zanét podporujici latky (TNF-a a interleukiny), nékteré z nich vyvolavaji
tvorbu adheznich molekul na povrchu bunék. Diky tomu se v organismu zacnou tvofit
cytokiny, ty zplisobuji rozsifeni cév a kapildr tak, ze se zpomali tok krve a zvysi se
propustnost stén cév. Kromé bilych krvinek do okoli pronikd i krevni tekutina
s piitomnosti bilkoviny. Nekteré z nich se uplatfiuji v misté infekce v imunitni reakci.
Na aktivaci lymfocytu reaguje borelie tvorbou INF-y. V prvnich dnech po infekci za¢ina
protilatkou odpoveéd, kterd zac¢ind produkci IgM. Protilatky IgG nastupuji pozdéji, o cca
2-4 tydny. Po antibiotické 1é¢bé jejich koncentrace klesa, ale jejich sekrece dokaze
pretrvavat mésice az roky. Protilatky proti OspA a OspB se za¢nou tvofit az v pozdni
fazi infekce. (Barttinék, 2013; Danes, 2003) Vyskyt protilatek IgM vrcholi piiblizné ve
3.- 6. tydnu a jsou zaméteny pro flagelarnimu antigenu p41. Aktivace je spojena
ttidy IgG. (Rohacova, 2005)

Velky vyznam pro imunitni reakce je fakt, ze se borelie vyskytuje prevazné
Vv imunologicky zvyhodnénych mistech — nervovd tkan, oko nebo kloub.
Mame ctyti zékladni druhy patologického plisobeni spirochét borelii:

- spirochéty mnozici se in situ, kdy dochazi k naslednému poskozeni diky
zanétlivym mediatorim a komponent spirochét

- imunopatologické reakce, které byly vyvolany zk¥izenou antigenni reaktivitou
mezi tkanovymi antigeny a spirochétou

- imunopatologické reakce, které zacali pritomnosti spirochét, ale dokazi
pokracovat i bez jejich ptitomnosti

- toxické“ reakce, které jsou spojené s odolnosti puvodce Vv organismu
(Bartiinek, 2006)

1.9 Lymeska boreli6za

1.9.1 Prevence

Nejlepsi prevenci pfed ndkazou lymeské boreliozy, je vyhnout se endemickym
oblastem. Endemicka oblast, je oblast, ve které se nachdzi vektor, tedy klisté, nebo jsou
zde hlaSeny minimalné tfi ptipady onemocnéni lidi. (Bartingk, 1996).

Pokud se vydame do takovéto oblasti, je dobré dodrZovat urcity rezim. Jako
naptiklad omezit pohyb na okraji listnatych lesti a v kfovindch. Déle je dilezité se

chranit vhodnym odévem, jako jsou dlouhé nohavice nebo vys$si obuv. Je také vhodné
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pouzivat kvalitni repelentni ptipravky, kterymi je dobré nastfikat hlavné ponozky,
kalhoty a dal$i ¢asti odévu. Po navratu je potieba se dikladn¢ prohlédnout, nejlépe pti
myti. Pokud bychom na sob¢ nasli piisaté klisté, je zapotiebi ho co nejdiive odstranit.
Vcasnym odstranénim klistéte totiz miizeme zabranit pienosu infekce. Experimentalni
pokusy dokazuji, ze pokud je klisté odstranéno do 24 hodin od pfisati, je pfenos infekce
minimalni (pozn. Toto neplati pro klistovou encefalitidu, je pfendSena rychleji nez
borelioza). Ranku po Kklistéti je zapotiebi ocistit antiseptikem (Bartinék, 1996).
Nesmime také zapomenout, Ze pied kliStaty se musime chrédnit téz v zahrani¢i. V
tabulce je udan prehled stath a jejich pravdépodobna incidence lymeské boreliézy (viz
tab. 1).

Boreliéza se s vyjimkou Australie, vyskytuje po celém svété. Nema totiz jako
klistova encefalitida vymezenou minimalni primérnou ro¢ni teplotu. Borelie se tak
vyskytuji i na severnim zemském polu. Prokazany tam byly u motského ptactva, které

bylo napadeno klistétem Ixodes uriae. (Kimming, 2003).

tab. 1 Pravdépodobna incidence lymeské boreliozy v nékterych stdtech

Stat Incidence piipad/100 000 osob
Velkéa Britanie 0,3
Irsko 0,6
Francie 16
Némecko 25
éV}'/carsko 30,4
Bulharsko 55
Svédsko 69
Norsko 125
Slovinsko 168
Rakousko 130
Estonsko 31,2
Mad’arsko 11

(Zdroj: Bartiinek, 2006)
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1.9.2 Epidemiologicka situace v CR

V Ceské republice patii lymeska borelioza k nejéastéj§im zoondzam pienasenym
klistaty. Je zde velmi vhodné prostiedi pro vyskyt nejcastéjSiho pienaseCe lymeské
borelibzy v mirném pasmu — a to klistéte Ixodes ricinus. Kazdy rok je tak hlaseno
kolem 3500-4000 piipadti nakazeni (viz. obr. 6). Onemocnéni ma sezoénni charakter.
Ten souvisi s aktivitou klistat, a to pfedevs§im v Iét€, (viz obr. 7) nejvice v Cervenci.
Nemocnost u nas kolisa mezi 40 az 60 piipady na 100 000 obyvatel za rok. Incidence je
v kazdém okresu jind, jak znazoriuje mapa. Zalezi to hlavné na poctu infikovanych
klistat v krajich (viz obr. 8). Nejvice je nemocna skupina déti od 5 do 9 let, poté

skupina dospélych ve vékovém rozmezi 55-69let.Zajimavosti také je, ze nemocnost je

1,7 x vyssi u Zen nez u muzu (Prokes, 2015).

Pocet hlaSenych pripadi onemocnéni LB
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obr. 6 Pocet hldsenych pripadii onemocnéni lymeskou boreliozou v letech 1986-2011 v CR. (PouZitd data
Bartiinek, 2006)
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obr. 7 Sezonni vyskyt lymeské borelidzy dle mésicii v roce 2009 a dlouhodoby priimér. (Zdroj Www.szU.Cz)
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obr. 8 Mapa pozitivnich klistat na borelie. (Zdroj www.kliste.cz)
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1.9.3 Kilinicky obraz

Onemocnéni je znacn¢ variabilni. Mé cetné charakteristické symptomy, pfesto
nékteré klinické piiznaky jsou spole¢né pro vicero nemoci, a tim znesnadnuji jeji
véasnou diagnostiku. U choroby je zvySena moznost rizika vyvoje do chronické formy.
To je také divod, pro¢ je onemocnéni tak komplikované. Tyto chronické stavy mohou
trvat velmi dlouho, v fadu mésicti i let. Pii pribéhu nemoci je vyzadovano zakladni
studium patogend a sledovani vSech klinickych projevii lymeské borelidzy u pacienta.

Onemocnéni ma rtzné projevy v ¢asném a pozdnim stadiu (Stites, 1994).

V soucasné dobé se stadia onemocnéni déli na akutni a chronické. Stale je vSak
uzndvano jesté staré déleni na tii stddia. Onemocnéni miZze postihnout jakykoliv orgéan.
Nejvice je zastoupena kuze (67%), muskuloskeletalni systém (17%), nervovy systém
(12%) a zbytek jsou méné Casté formy jako oc¢ni, kardidlni atd. Inkuba¢ni doba je

V rozmezi tydnt az let (Rohacova, 2005)

1.9.3.1 Schematické déleni:

1. Casné lokalizované stadium — postihuje hlavng kiizi v mist&, kde se kliste
piisalo (erythema migrans)

2. Casné diseminované stadium — pii tomto stadiu dochazi k akutnimu
zénétu raznych organtt  (systémy periferniho, centralniho nervového a
kardiovaskularniho systému, vyjimkou neni ani pohybové ustroji a kiize)

3. Pozdni diseminované stddium — rozviji se chronicky zanét ve vyse

uvedenych castech téla.

1.9.3.1.1 Casné lokalizované stadium boreliézy

Timto stadiem celé onemocnéni zacina. Jak bylo vySe zminéno, borelie vstoupi do
kize hostitele pti sani infikovanym klistétem. Nadale se v pokozce borelie pomnozi a
mohou vytvofit erytém, coz je charakteristicky zarudlé terovité zbarveni ktze okolo
vpichu. Tvar erytétmy je dan Ilokalnim S$ifenim borelii z mista infekce
centrifugalné.Erytém se objevi v rozmezi 3-30 dni a mé&fi cca 5 cm. Zanétliva loziska
erytému se mohou vyskytnout i v jinych mistech nez v oblasti vpichu — to dalo za

nasledek ndzvu erythema migrans (viz obr. 8)
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obr. 9 Erythema migrans (zdroj www.wikipedia.cz)

Dale se mohou u pacienta objevit nespecifické piiznaky, jako bolest hlavy,
nechutenstvi, nava, zvySena télesna teplota a k tomu bolest svala a kloubti. Nemoc se
diky témto nespecifickym piiznakiim Spatné urcuje, projevy jsou velmi individualni a
leckdy probiha i bezpfiznakové. Nemoc se tedy ¢asto véasné neur¢i a nezacne se tak

S lé¢bou.

1.9.3.1.2 Casné diseminované stadium

Ve druhém stadiu jsou borelie rozsifeny krevni cestou, a to uz béhem nékolika dni.
Objevuje se boreliovy lymfocytom a neurologické, revmatologické ¢i kardiologické
projevy. Postup boreliézy v organismu je zcela individualni, ale zhruba kolem druhého
mésice od nakazy se objevuje borelie v mozkové tkani, myokardu a jatrech. V téle se
zacinaji tvofit proti borelii protilatky, je to zhruba tfeti az ¢tvrty tyden od nakazeni.

Nejprve protilatky tiidy IgM, poté tridy 1gG.

1.9.3.1.3 Pozdni diseminované stadium

Miize se objevit po n¢kolika mésicich az rocich a projevuje se jako acrodermatitis
chronica atrophicans(ACA). Tento kozni projev se miize objevit na koncetinach nebo
trupu, vyjimkou vSak neni ani oblast obli¢eje. Dale se mliZze objevit lymeskd artritida,
karditida, chronickad progresivni encefalitida nebo chronicka polyneuritida. V tomto

stadiu jsou u vySetfeni zachyceny protilatky ttidy IgG.(Votava, 2010)
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1.9.4 PostiZeni kiiZe

Nejcast&jsi z nich je jiz vySe zminény migrujici erythema migrans, ktery predstavuje az
85% vsech koznich projevil a objevuje se az u poloviny nemocnych. Je to nebolestive,
kruhovité nebo ovalné postizeni klize Cervené barvy a muize dosdhnout i nékolika
desitek centimetri. V kazdé literatuie se objevuje jind inkubac¢ni doba, je tedy velké
rozmezi, a to 3-180 dni. Typicky pro tento erytém je vybledly stied se svétle cervenym
okrajem. Mizi po né€kolika tydnech ¢i1 mésicich bez 1é€by. A to tim, Ze od centra
vybledava az k jeho samému okraji. U nékterych nemocnych se mohou objevovat
sekundarni erytémy. Ty jsou mensi a byva jich vétSinou vice. Pro zajimavost mizeme
uvest, Ze tyto sekundarni erytémy se objevuji vétSinou u pacientt z USA (je to az

vV 50%) nez u pacientit v Evropé (to byva cca u 8%).

Po klinické strance rozliSujeme tii druhy erythema migrans:

1. Anularni — erythema migrant anulare — je to erytém, ktery se
prstencovité S§ifi do okoli, m& Cerveny lem s hladkym povrchem a jak bylo zminéno
vyse, objevuje se u n¢j centralni vybled.

2. Homogenni — erythema migrant maculare — tento erytém se muze
nebo nemusi §ifit do svého okoli, jeho centrum je zarudlé po celou dobu jeho vyskytu a
povrch je opét hladky.

3. TerCovité, irisovité — erythema migrant concentricum — erytém
vytvaii koncentrickou konfiguraci a byva v podobé dvou nebo i vice kruhti, v kruzich se
stfida svétle Cervena, tmave Cervena a prirozena barva kilize pacienta.

Erytém muze doprovédzet lymfadenitida (zdnét uzlin), nebo obecné chiipkové
pfiznaky, jako je unava, bolest hlavy, bolest kloubli nebo zvySend teplota. Erytém
neboli, mize mirné svédet, byt citlivy na dotek, misto na kterém se nachazi je teplejsi

nez jeho okoli. (gtork, 2008; Bartiinék 2006; Rohacova, 2005)

1.9.4.1 Boreliovy lymfocytom

Ten se déli na dva typy, a to bud” papule (lymphocytoma boreliensis papulare),
nebo plak (lymphocytoma boreliensis infiltratum). Je nebolestivy, ¢erveny az fialovy
uzel s hladkym povrchem, veliky az nékolik centimetrti v praméru. Nej¢astéji postihuje

usni boltce (viz obr. 9), $picku nosu nebo prsni bradavky.
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obr. 10 Boreliovy lymfocytom na usnim boltci. (zdroj www.rizenadetoxikace.com)

1.9.4.2 Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA)

Nastupuje nékolik let po nakazeni borelii a je projevem tifetiho stadia. Postihuje
kazi akralnich extenzorovych partii rukou a nohou v okoli kloubt (viz obr. 10). Jsou
postizeni Castéji zeny nez muzi a ma nckolik typli. Onemocnéni zapoc¢ne formou
akutniho zanétu kuze (ACA inflammatoria). Ten se projevi jako lividni ¢ervena skvrna
na akralnich ¢astech s prosaknutim, az hustou konzistenci (ACA maculare). Jestlize
pievazuje otok, je Cervenofialové zbarveni méné patrné (ACA oedematosa). Na ulnarni
stran¢ predlokti, na lokti nebo nad ru¢nimi klouby se v pribéhu zdnétu mohou tvofit
tuhé papule a uzly v barvé kiaze. Jejich histopatologickym podkladem je soustfedéné
uspofadané vazivo (ACA fibromatosa). Po né€kolika mésicich zanét prechazi v atrofii,
kize zaCind dostavat nepfirozenou barvu, kterou mizeme piirovnat k barvé
cigaretového papiru, kdy vymizi i elastické vldkna a rozsifeni cév, tzv. dilataci (ACA
teleangiectatica, ACA atrophica sensu strictiori).

Dalsi dermatdézy jsou granuloma anulare, difuzni reverzibilni alopecie,
pseudopelade Brocq. (Bartiinék 2006; Rohacova 2005; Stork 2008)
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obr. 11 Acrodermatitis chronica atroficans — zdnétliva faze. (zdroj www.praktickelekarstvi.cz)

1.9.4.3 Lécba koZnich projevii

K 1é¢bé jsou vhodna antibiotika z fady tetracyklinti, penicilind, makrolidd nebo
cefalosporini. Citlivost Borrelia burgdorferi je jednotna a antibiogramy prakticky
shodné. Nemusi se tedy stanovovat citlivost kmene u pacienta. Dle toho, ktery organ je
postizen, a ve kterém stadiu onemocnéni je, 1ékat zvoli druh antibiotik, zptisob podani a
také dobu 1é€eni.

e  Doxycyklin — Tetracyklinovy derivat, ktery ma Siroké spektrum ucinnosti. Ve
srovnani s tetracyklinem je jeho spektrum ucinnosti n¢kolikrat vyssi. Nejucinnéjsi pii
1écbe Casné faze a také v preventivnim opatieni proti chronicité. Dobie pronika do tkani,
je dobfe vstfebatelny po perordlnim podani. Miize se také podavat dlouhodobég. Jeho
nevyhodou je, ze mize drazdit Zaludeéni sliznici a je fotosenzitivni.

e Amoxicilin — Je to analog ampicilinu. Ma stejné spektrum ucinku, které je
nékdy 1 mnohem vyraznéjsi. Podavame ho ptedev§im tehdy, pokud nemiZeme podat
tetracyklinu, tedy u téhotnych a kojicich zen, u malych déti a hlavné u pacientt s alergii
na tetracykliny.

e Azitromicin - Je to acidorezistentni antibiotikum, které se vyborné vsttebava,
dostava se do tkani, ze kterych se postupné uvolituje. Je uréen pievazné pro téhotné a

kojici Zeny a pro déti do 8 let veéku, které jsou alergické na penicilin.
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e Ceftriaxon, cefotaxim a penicilin G — Pouzivaji se pii 2. a 3. stadiu
onemocnéni, k 1é€bé nervovych, kloubnich a srdec¢nich projevech onemocnéni. Ma
vysokou ucinnost a dobie pronikd do likvoru a synovidlni tekutiny. Aby se mohli
eliminovat cysty, doporucuje se pridavat i metronidazol. (Hejzlar, 1995; Bartingk,

2005)

1.9.5 PostiZeni kloubii (muskuloskeletdlniho systému)

Jedna se pfedevSim o artritidy, myozitidy, burzitidy, fasciitidy, tenditidy,
tendovaginitidy nebo kapsulitidy. Oznaceni lymeska artritida, které se pouziva je tak
oznaeni pouze pro postizena kloubt, které se projevi v pozdnim stadiu.
Muskuloskeletalni systém zas muize byt postizen ve kterékoli fazi onemocnéni
boreliemi. Nemocny mize reagovat artralgiemi nebo myalgiemi jiz pfi Casné
diseminaci, tedy hned na pocatku. V ¢asné diseminované fazi jsou to artritidy malych
kloubt, zanét Slach a svalt, k tomu dochazi k zanétu i jejich obali. V pozdni diseminaci
poté na fadu prichazeji velké klouby. Ve vétSin€ piipadi se jedna o monoartritidy, kdy
byva postizen pouze jeden kloub, oligoartritidu, kdy byvaji postizeny 2-4 klouby nebo
polyartritidu s postizenim vice jak 5ti klouby. Nejvice postihnuté klouby jsou kolenni,
ramenni ¢i loketni. (Rohacova, 2005)

Postizeni pohybového aparatu muzeme rozdélit jednoduse do tii skupin, a to
artralgii, artritidu nebo chronické zmény kosti a kloubti.

1. Artralgie

Migrujici bolest kloubti, kosti a patete bez zndmek néjakého poskozeni, kdy mohou
byt bolestivé 1 svaly (myalgie). Ve druhém a tfetim stadiu jsou artralgie velmi Casté, ale
objevit se mohou i v prvnim stadiu u horecek. Bolesti trvaji od n€kolika dnti az po
nékolik tydnid. Jen malokdy mohou bolesti zlstat trvalé. Provazi je zvySena tnava.

2. Artritida

Stejné jako artralgie se objevuje ve druhém a tfetim stadiu. Artritida je zanét
kloubti, ktery je doprovazen otokem a miiZze se objevit i zmnoZeni nitrokloubni tekutiny.
Tim je omezena hybnost, funkce a misto je velmi bolestivé.

3. Chronické zmény kosti a kloubu

Vsechny vySe zminéné zmény mohou doprovéazet chronické boreliové kozni 1éze

acrodermatitis chronica atroficans (ACA). (Bartingk, 2006)
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1.9.5.1 Lymeska artritida

Je to systémové zanétlivé onemocnéni, které ma Siroké spektrum zmén a projevil
v oblasti pohybového aparatu. Dochazi tak v ¢asném nebo pozdé diseminovaném stadiu
infekce.

Na rozvoji kloubnich onemocnéni, viz vyse, se podileji dva mechanizmy, a to
odolnost infekce a navozené imunopatologické déje diky infekci. Nejcastéji je postizen
kolenni kloub. Pfi artritidé¢ kolene je v misté postizeni zvySené mnozstvi synovialni
tekutiny, kterd miize migrovat do podkolenni, kde nasledné vznikne Bakerova cysta.
Pacienti také mohou trpét migrujicimi artralgiemi a postizenim §lachovych tponti nebo
Slachovych pochev. Po 1é€bé¢ mohou u nékterych 1é¢enych pacientti pretrvavat kloubni

problémy a zvySena tinava. (Pavelka, 2010)
1.9.6 PostiZeni nervového systému

1.9.6.1 Neuroborelioza

Postizeni nervového systému u lymeské boreliozy je velmi Casté a muze byt
postizen jak periferni, tak centralni nervovy systém. Nervova tkan je sice chranéna
hematoencefalickou bariérou, ale i ptesto borelie do ni proniknout kratce po zacatku
infekce. Jak je to mozné, zatim nebylo vysvétleno, a je nad touto otazkou fada otazniku.

Mezi projevy akutni neuroborelidzy patii encefalitida a meningitida. OdliSit se daji
neurologickym nalezem v mozkomi$nim moku. Vzacné se mize objevit i myelitida,
tedy postizeni michy. Meningitidy a encefalitidy jsou typicky doprovazeny obrnami
licniho nervu, kdy mohou byt postizeny ob¢ strany obliceje.

Mame-1i u neuroborelidozy postizenych vice hlavovych nervi, jedna se o neuritis
cranialis multiplex.  Dal§im charakteristickym projevem je Gariniv-Bujadouxiiv
syndrom. Jednd se o meningoradikulitidu, kterou charakterizuje caste¢né ochrnuti
(paréza) napiiklad licniho nervu.

V nékterych publikacich se mlizeme docCist o spojitosti neuroborelidzy
s psychiatrickym onemocnénim, poruchami paméti ¢i chovanim. Tato spojitost dostala

oznaceni Lyme psychiatric syndrome (Rohacova, 2005).

1.9.6.2 Postizeni oka
Postizeni o¢i neni u lymeské borelidozy casté, je vSak velmi riznorodé. Pokud se
objevi, mize doprovazet jakoukoliv fazi onemocnéni. O¢ni forma postizeni u lymeské

borelidzy je obtizné stanovitelna. Zadny obraz o¢ni formy postizeni neni pro lymeskou
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borelidzu typicky a musi se tedy brat v potaz moznost, ze vyskyt o¢niho postizeni
nemusi mit spojitost pravé s probihajici lymeskou boreliozou. Nejcastéj$i projevy
postizeni oka u lymeské borelidzy jsou:

1. Konjuktivitida, episkleritida nebo edém vi¢ek — objevuje se u prvni faze
onemocnéni, po erytému;

2. Epitelidlni nebo stromalni keratitida — po prvnich pfiznacich se miize objevit po
mesicich az rocich. A to v podobé subepitalnich neohranicenych infiltrata,
nebo intersticialni keratidy, ktera postupné indukuje vaskularizaci rohovky;

3. Uveitida — objevuje se hlavné u pozdé€jsi faze onemocnéni, vétSinou jako
projev imunoalergické reakce;

4. Dale jsou to exsudativni odchlipeni sitnice, méstnava papila, neuropatie
optického nervu ¢i ¢asteéné ochrnuti okulomotorickych nervii (Bartingk,

2013).

1.10 Laboratorni diagnostika lymeské borelidzy

Diagnostika lymeské borelidzy, je vzhledem Kk jejimu Sirokému spektru klinickych
piiznakli, obtiznd. Onemocnéni je typické svymi obdobimi remise a nasledujicimi
akutnimi stavy, trvajici tydny, ¢i mésice. Takto cyklicky pribéh nemoci, ktery je dany
antigenni variabilitou a imunomodulaci hostitele (schopnost ménit imunitni odpovéd),
vyzaduje podrobné studium patogenti a vyuziti mnoha laboratornich metod. (Bartiin¢k,

2006)

Laboratorni metody v diagnostice lymeské boreliozy délime na dva typy:
1. Pfimé metody

2. Nepiimé metody

1.10.1 Pi#imé metody

Do téchto metod se fadi kultivace, mikroskopie, histologie a detekce nukleovych
kyselin, tedy PCR (polymerazova fetézova reakce), kvalitativni ¢i kvantitativni PCR
Vrealném case. Tyto piimé metody, se vyuZzivaji hlavné tehdy, kdyZz selzou
Vv diagnostice metody nepiimé, tedy sérologické. Je to z toho diivodu, Ze jsou pacienti, u
kterych se nevyvine protilditkovd odpoveéd. Piimé metody prikazu jsou pak jedinou
volbou v diagnostice Vv prokazani vazby mezi klinickymi pfiznaky a etiologickymi

vvvvvv

nakladnéjsi. (Bartinek, 2013)
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1.10.1.1 Kultivace

Kultivace je u borelii pomérné slozita. Jsou to sice kultivovatelné mikroorganismy,
citlivost metody vSak neni zcela uspokojiva. Odbér vzorku na kultivaci musime
provadét za prisné sterilnich podminek. Pouzivaji se vakuované zkumavky s EDTA
nebo s citratem. V citratové krvi nam borelie v lednici vydrzi zivé az 9 dni. Na
kultivaci se musi pouzit kultiva¢ni pida, kterd je vysoce obohacenia a s pridavky
zvitecich sér. Vétsinou o 6% kraliciho nebo konského séra. Ke kultivaci jsou na vybér
rizné druhy pud, naptiklad BSK II, BSK-H, Sigma, EMEM atd. Nej¢astéji se pouziva
BSK médium (Barbourova-Stoennerova-Kellyho) a trva 7-14 dni. Kultivace probiha
v n¢kolika stadiich, v po¢atku logaritmického rastu, za 1-14 dni se provede kultivace
staticka, kdy diky rastu borelii a jejich zméné¢ v metabolismu dochdzi ke zméné
prostiedi. Za 14 dni se provadi kultivace kontinualni, na nové pidé ve Etyfdennich
intervalech. Tato Cast se nazyva pasazovani. Po tfech tzv. pasdzich mizeme pak mluvit
o izolaci kmene borelie.

Rust borelii mtize ovlivnit teplota (idedlni je u nich 34-35°C), osmoticky tlak,
ultrafialové zafeni, slune¢ni svétlo, pH prostiedi (pH 7,5) a oxidoreduk¢ni potencial (Eh
je od +0,1 do 0,1-0,2), ke snizeni oxidoredukéniho potencialu muZeme pouzit cystein
nebo kyselinu aspartovou.

Zachyceni borelii zdvisi i na druhu odebraného vzorku, naptiiklad vySetieni

z likvoru ¢i kaze. Z krve se borelie zachyti vzacné. (Rohacova, 2005; Votava, 2010)
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1.10.1.2 Elektronova mikroskopie

Umoziuje rychly prikaz spirochet, které mizeme detailné v mikroskopu sledovat.
Vidime jejich velikost, pocet bi¢ikd, ¢asti povrchovych membran.

Klasicka elektronova mikroskopie se Vv pocatku vysetfovani lymeské boreliozy
pouzivala velmi hojné, ted uz se od ni ustupuje. Pfinosem vSak je vylepSena
mikroskopickd metoda Larssona a Bergstroma, kterd je zalozend na dvoufazové
centrifugaci spirochet borelii z krve pacienta, ptipadné z nasatych klistat. K barveni se

pouziva Giemsa nebo akridinova oranz. (Bartingk, 2006; Rohacova, 2005)

1.10.1.3 Histologicky pritkaz
Vyuzivé se u n¢j barveni Giemsou a toluidinovou modii, nebo technika stiibfeni.
Vzorku jsou zalité do parafinu ¢i pryskytice. Pouzivaji se monoklonalni protilatky proti

povrchovym antigentim, jen tak je prukaz specificky. (Bartiinék, 2006; Rohacova, 2005)

1.10.1.4 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Tato metoda je nejvyuzivanéjsi pfimou metodou. Velmi citlivd metoda, ktera je
zalozena na cyklickém zmnozeni cilové DNA. Béhem procesu dochazi k rozdéleni
dvousroubovice DNA na jednotliva vlakna, na které se dale navazuji primery (kratké
Useky DNA, které se specificky péaruji s komplementarni oblasti na templatové DNA).
Nové vlakno se syntetizuje prostfednictvim nukleotidl, které jsou volné piitomné
v roztoku, a za pomoci termostabilni DNA polymerazy. Tyto kroky se cyklicky opakuji
diky zménam teplot uvnitt cycleru. Diky tomu se ziska dostatecné mnozstvi kopii
hledané DNA, které se dale prokazuji pomoci gelové elektroforézy.

Vysetfeni PCR se mizeme provadét z mozkomiSniho moku, synovialni tekutiny,
plodové vody, z krve (vzacnéjsi z divodu pronikani borelii do tkani) nebo z moc¢i. Mo¢
je ultrafiltrat plazmy, je zde tedy vyssi koncentrace borelii, je tedy velmi vhodna.

(Rohac¢ova, 2005)

1.10.2 Nepiimé metody

Radime sem serologické vysetieni, kterych se pouziva hned nékolik. Dfive se hojné
vyuzivala imunofluorescence. Metoda vSak méla velmi nizkou specificitu. Jejim
problémem byla i nemoZznost automatizace, proto se k vySetfeni u tohoto onemocnéni
prestala vyuzivat. Nyni se v klinickych laboratofich bézné pouzivaji nize popsané
nepiimé metody, ELISA a Westernblot. (VVotava, 2003)
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1.10.2.1 ELISA

ELISA (angl. zkratka enzyme-linked immuno sorbent assay), znama také jako EIA
(angl. zkratka enzyme immuno assay), je analyticka metoda, ktera se vyuziva ke
kvantitativnimu stanoveni protilatek proti danému antigenu. Tato metoda ma fadu
variant. VSechny jsou zaloZeny na vysoce specifické interakci antigenu a protilatky,
pficemz na jednoho ztéchto partnerti je kovalentné navdzadn enzym (nejCastéji
peroxidaza nebo alkalicka fosfatdza). Enzym aktivuje chemickou pfeménu substratu,
ktery je pfidavan do reak¢éni smési, na produkt, ktery je barevny. Tento produkt se poté
stanovuje spektrofotometricky. Koncentrace produktu je imérna koncentraci antigenu
nebo protilatky ve vzorku. Dal§im spole¢nym znakem metod ELISA je zakotveni
antigenu na nerozpustny nosi¢ (Casto povrch reakéni nadobky nebo mikrotitracni
desti¢ky), coz usnadiiuje separaci imunochemicky navazanych molekul. (Votava, 2010)

Zjistuji protilatky IgM 1 IgG. VySettuji se z krevniho séra, mozkomiSniho moku
nebo ze synovialni tekutiny. Je mnoho komer¢nich souprav, kde se pouzivaji
heterogenni sérotypti Bbsl. Nova generace testl je vysoce citliva pro vice spole¢nych a
specifickych antigenti. Z povrchovych antigenii to jsou: OspA (31, 32 a 32,5 kDa),
OspB (34 kDa), OspC (22, 23 a 25 kDa). Z proteint periplasmatického prostoru to jsou:
MEP (83 az 93 kDa) ¢i glykosamidovy receptor p39. Vétsina testi ELISA je reaktivni i
proti antigenu bi¢iku (41kD) a antigenu teplotniho Soku. (Bartingk, 2013)

1.10.2.1.1 Druhy ELISA
e Nekompetitivni (sendvic¢ova) ELISA

K prikazu protilatek existuje nékolik variant této metody. Prikladem muze byt
detekce protilatek u toxoplazmézy. Na pevnou fazi se navaze antigen, ptida se sérum,
které vySetfujeme, konjugat a jako posledni substrat. Diky tomu, Ze protildtka se tak
nachdzi mezi antigenem a konjugatem, je tato metoda nazyvana sendvi¢ova. Konjugat
je zde namifen proti lidskym antigenim IgA, IgG nebo IgM. U priikazu IgM protilatek
muze nastat fale$na pozitivita v sérech, které obsahuji tzv. revmatoidni faktor (protilatka

ttidy IgM proti lidskému IgG, vyskytuje se napf. u autoimunitnich onemocnéni).
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e Metoda zachytnych protilatek

v

Tato metoda je spolehlivéjsi. Na destiCky se natdhnou protilatky proti lidskému
IgM. Piida se vzorek séra, z néhoz se vychytaji vSechny molekuly IgM, bez ohledu na
to, jaka je jejich protilatkou specifita. Déle nasleduje antigen, ktery se zachyti, jestlize
v séru byli proti tomuto antigenu IgM protilatky. Konjugat je zde namifen proti
antigenu. U tohoto postupu nedochdazi k falesné pozitivnim vysledkim pii obsazeni
revmatoidniho faktoru.

e Kompetitivni (soutéziva) ELISA

Béhem této metody se k dikazu protilatek, se k navazanému antigenu prida
smesice vzorku, a konjugitu proti antigenu. Konjugat tak soutézi o antigen

s protilatkami.

1.10.2.1.2 Vyhody ELISA

Nejvétsi vyhoda u téchto metod je moznost automatizace, diky ¢emuz se umozni
vySetfovat velky pocet vzorkli. Nepatrné jsou tak ndroky na kvalifikaci u personalu
Vv laboratofi, mnohdy sta¢i pouhé zaskoleni se v této metod¢. ELISA je také univerzalni,
na trhu jsou k dispozici soupravy k dikazu protilatek skoro proti vS§em mikrobum.
Umoznuje nam také prokazat protildtkovou aktivitu v jednotlivych tfidach
imunoglobulinti. Dokdzeme tak odhadnout, kdy zifejmé k infekci, kterou vySetfujeme,

doslo.

1.10.2.1.3 Nevyhody ELISA
Jedinou nevyhodou je u této metody cena. A to jak pristroje, tak komer¢nich

souprav. (Votava, 2010).

1.10.2.2 Western Blot (Imunoblot)
V klinické laboratofi se pouZzivaji komeréné dodavané kity pro stanoveni protilatek

proti boreliim z pacientskych sér.

1.10.2.2.1 Postup pii vlastni reakci

Stripy jsou inkubovany jednotlivé v pufru udrzujicim stalé pH prostfedi v jamkach
vanicky uréené pro imunoblot. Poté se piida pacientské sérum. Pokud jsou V séru
pfitomny protilatky, navdZou se na pfisluSny antigen na stripu. V dal§im kroku se
piebytecné protilatky odstrani promytim pomoci univerzalniho pufru. Nasleduje pfidani
konjugétu, coz jsou enzymem znacené anti-human protilatky. Po inkubaci opét dojde
K promyti stripii a odstranéni piebyte¢nych protilatek. Dale se ptida substrat,
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ktery s enzymem na anti-human protilatce vytvoii barevnou reakci. Reakce se zastavi
ptidanim destilované vody. Mé&ti se spektrofotometricky.

Pacientovo ziedéné sérum se nanese na pasek. Pokud jsou v séru pritomné
protilatky, navazou se na pfislusné antigenni frakce. V dalSim kroku se ptebyte¢né
protilatky odstrani promytim pomoci univerzalniho pufru. Nasleduje piidani konjugéatu,
coZ jsou enzymem znacené anti-human protilatky. Po inkubaci opét dojde k promyti
stripti a odstranéni ptebyte¢nych protilatek. Dale se ptida substrat, ktery s enzymem na
anti-human protilatce vytvoii barevnou reakci. Reakce se zastavi pfidanim destilované

vody. Mé&ti se spektrofotometricky.

1.10.2.2.2 VyuZiti metody

Slouzi k potvrzeni ¢i vylouceni pritomnosti protilatek proti boreliéze v sérech u
pacientd, jejichz séra byla prvné zpracovana metodou ELISA. Tim dojde k potvrzeni
nebo vylouceni diagnozy lymeské boreliozy. Diky této metode€ se daji vyloucit falesSné
pozitivni vysledky, které vysli u metody ELISA a také se pomoci ni daji prokazat
specifické protilatky tiidy IgM. Ukdazalo se, Ze na zacatku imunitni reakce se tvoii

protilatky jen proti nékterym antigentim borelii. (\Votava, 2010)
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2 PRAKTICKA CAST

Praktickd ¢ast mé bakalaiské prace spocivala ve vySetieni protilatek tfidy IgG a
IgM proti boreliim metodou Western Blot (dale jen WB), kdy se pomoci WB potvrdi ¢i
vyvrati pozitivni vysledek z ELISA testu.VySetieni boreliozy pomoci ELISA testu je
v laboratofi pln¢ automatizovan pomoci analyzatoru LIAISON od firmy DiaSorin.
Z tohoto duvodu spocivala ma prace ve vysetfeni 510 pacientskych sér pomoci metody
Western Blot.

Zkumavka s krvi pacientt se nejprve v laboratofi piijme, fadné dle pravidel oznaci
pomoci ¢arového kdédu a nasledné se zcentrifuguje (3000 otacek na 10 minut), aby se
ziskalo sérum, které se poté vySetfuje. V laboratofi sylab czech s.r.0., kde jsem
absolvovala praxi, jsem se podilela na vySetieni 510 sér pacientti pomoci Imunoblotu.
Séra byla od muzi, Zzen i déti riznych vékovych kategorii. Vysledky vySetfeni jsou

uvedeny nize a pro nazornost shrnuty i pomoci grafti.

2.1  VySetieni metodou ELISA

Vysetfeni v mikrobiologické laboratofi touto metodou probiha na analyzatoru
LIAISON. Ru¢ni ELISA se v této laboratofi neprovadi. Test se jmenuje jednoduse
LIAISON Borrelia IgG nebo IgM.

2.1.1 Test LIAISON BorrelialgG

2.1.1.1 Princip

Test vyuzivda metodu chemiluminiscenéni imunoanalyzy (CLIA) pro stanoveni
specifickych protilatek tiidy IgG proti B. burgdorferi sensu lato (dale jen Bbsl) ve
vzorcich lidského séra. Muze se pouzit i plazma.

Testovaci souprava vyuziva jiz vySe zminény antigen borelii VISE. Tento zevni
povrchovy lipoprotein ma hlavni vyznam v imunitni odpovédi proti lymeské borelibéze
(dale LB). Rekombinantni VISE je nejvhodnéj$im markerem pro laboratorni diagnostiku
¢asné i pozdni IgG imunitni odpoveédi LB, a ma vysokou diagnostickou citlivost i
specifitu.

Specifické protilatky IgG proti Bbsl jsou stanoveny metodou nepiimé
chemiluminiscenéni imunoanalyzy (CLIA). Soucasti soupravy pro vySetfeni protilatek
proti Bbsl jsou magnetické Castice, které jsou potazeny rekombinantnimi antigeny
specifickymi pro Bbsl, a mys$i monoklonalni protilatky, které jsou znaceny derivatem

isoluminolu  (konjugat isoluminol-protildtka). Roztoky se musi inkubovat.
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Pfi prvni inkubaci se protilatky proti Bbsl ptitomné v kalibratorech, vzorcich ¢i
kontrolach navazou na pevnou fazi. Béhem druhé inkubace reaguje konjugat s 1gG proti
Bbsl, které jsou jiz navazané na pevnou fazi. Po kazdé inkubaci se promytim odstrani
material, ktery se nenavazal. V dalsi fazi se ptidaji startovaci reagencie, diky kterym
dojde k prudké chemiluminiscenéni reakci. Fotonasobi¢em se méti svétly signal, ktery
odpovida mnoZstvi konjugatu isoluminol-protilatka. Vysledek se udava v relativnich
svételnych jednotkach (RLU) a koresponduje s koncentraci 1gG protilatek proti Bbsl

v kalibratorech, vzorcich ¢i kontrolach.

2.1.2 Test LIAISON Borrelia IgM 11

Test vyuziva metodu chemiluminiscenéni imunoanalyzy (CLIA) pro kvalitativni
stanoveni specifickych protilatek tfidy IgM proti Bbsl ve vzorcich lidského séra ci
plazmy.

Testovaci souprava pro zvySeni presnosti diagnostiky vyuZziva specifické
rekombinantni antigeny ziskané z bakterie E. coli. Souprava ma pevnou fazi potazenou
vysoce specifickym zevnim povrchovym proteinem OspC, ktery je dominantni pro IgM
odpoveéd’ v ¢asné fazi infekce, a antigen VISE. Stanoveni je dale sejné jako u stanoveni
19G.

2.2 Vysetieni metodou Western Blot
2.2.1 Test Anti-Borrelia EUROLINE

2.2.1.1 Princip testu

Testovaci souprava EUROLINE umoznuje kvalitativni in vitro stanoveni lidskych
protilatek tiidy IgG nebo IgM proti antigenim borelie v séru ¢i v plazmé. Testovaci
souprava obsahuje testovaci, komeréné vyrabéné stripy, které jsou potazené
purifikovanymi antigeny. V prvnim kroku reakce se inkubuji nafedéné vzorky pacientt
s imunoblotovymi stripy. Jestlize dojde k pozitivni reakci, specifické 1gG nebo IgM
protilatky se navazuji na odpovidajici antigeny. K detekci navazanych protilatek slouzi
druhd inkubace provedend senzymové znaCenymi anti-lidskymi protilatkami

(enzymovy konjugat), ktera katalyzuje barevnou reakci.
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2.2.1.2 Priprava reagencii

- Vsechny reagencie museji byt minimalné 30 minut pfed zahajenim testu
vytemperovany na pokojovou teplotu.

- Potazené testovaci stripy: Stripy jsou komeréné vyrabéné a ihned ptipraveny
K pouziti.

- Pozitivni kontrola: Kontrolnim sérum je dodano 50x koncentrované. Pro jeho
pripravu jsem odebrala pozadované mnozstvi ptipraveného séra pipetou a nafedila je
1:51. Kontrola se musi fadn¢ promichat. Kontrolu jsem si pfipravila 1gG i IgM (kazda
kontrola m& svou testovaci soupravu).

- Enzymovy konjugat: Enzymovy konjugat je koncentrovany 10x. Stejné jako u
pozitivni kontroly, tak i enzymovy konjugéat jsem natedila pomoci univerzélniho pufru,
ato 1:10.

- Univerzélni pufr: Tento pufr je take 10x koncentrovany. Nadobka s pufrem
musi byt dobie promichand. Poté jsem z ni pipetou odebrala pozadované mnozstvi. Pufr
jsem natedila 1:10 destilovanou vodou.

- Substratovy roztok: Tento roztok je ptipraven k pouziti a nemusela jsem ho
tedy nijak fedit. Musela jsem vSak davat pozor, substrat je citlivy na svétlo, pracovala

jsem tedy rychle a nddobku dlouho nevystavovala dennimu svétlu.

2.2.1.3 Postup testu

Test jako takovy neni nijak slozity, jelikoz uz je vySetfeni z vétsi casti
automatizované. Pied zahdjenim testu se provede automaticky self-test analyzatoru.
Poté, jsem si piipravila reagencie, viz vyse. Jednotlivé reagencie jsem piifadila ke
konkrétnim ¢erpadliim analyzatoru, a ty se pak nacerpaji do hadi¢ek piistroje. Poté jsem
si do inkubaéni vanicky ptipravila pozadované mnozstvi stripi (viz obr. 11). Nejprve
jsem pokladala prouzky IgG, poté prouzky IgM, podle protokolu. Poté ¢arovym kodem
oznacené zkumavky se sérem jsme umistila dle ¢isel do stojanku a ten jsem vlozila do
analyzatoru (viz obr. 12). Analyzator si séra nacte a dale pracuje automaticky. Musela
jsem pouze hlidat, aby nedosly né&jaké roztoky, ¢i nenastane jiny problém. V ptipadé, ze
by k néjakému problému doslo, pfistroj to ohlasi. Pfi ¢innosti kroku "Pipetovani séra”
muze nastat situace, kdy se pfistroji nepodafi nalézt hladinu vzorku v primarni
zkumavce. V takovém piipadé po ukonceni automatického pipetovani vSech vzorkl
analyzator vyzve k ruénimu napipetovani vzorkl, u kterych automatické pipetovani

selhalo.
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obr. 13 Vanicka s pripravenymi stripy a stojan se zkumavkami s pacientskymi séry. (zdroj vlastni foto)

Vyhodnoceni testu probihd téZ v pocitaci. Diive se jednotlivé stripy nalepovaly na
zeleny papir, skenovaly a vyhodnocovali ru¢né. Tento moderni analyzator vSak
disponuje kamerou, kterd stripy na konci testu vyfoti, odesle do pocitace a vysledky

automaticky vyhodnoti. Jednotlivé vysledky se ukladaji v podobé PDF a tisknou se.
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Tisténé vysledky z analyzatoru se spolu s vysledkovym listem zasilaji lékafi. Pro

uplnost je jeste ptilozen list, ktery vysvétluje vyznam jednotlivych antigent.

Poznamka: Spravné provedeni testu na protilatky tiidy IgG (i IgM) proti

antigenim borelie je potvrzeno zabarvenim kontrolniho prouzku a pozitivni reakci 1gG

(¢i IgM) prouzku. Jestlize jeden z téchto prouzkii vykazuje Spatnou nebo zadnou

barevnou reakci, vysledky nemohou byt pouzity a test se musi zopakovat. Zaroveii nam

spravnost vysledkt potvrzuji pozitivni kontroly v obou tfidach protilatek.

Antigeny a jejich uspofadani na stripu ze soupravy leG:

1)

2)

3)

4)
5)

6)

7)
8)

Antigeny- VISE Ba, VISEBb a VISEBg: Vysoce purifikované rekombinantni
antigeny VISE z Borrelia afzelii (Ba), Borrelia burgdorferi (Bb) a Borrelia
garinii (Bg).

Lipid Ba a Lipid Bb: Z membranové frakce byly extrahovany lipidy Borrelia
afzelii(Ba) a Borrelia burgdorferi (Bb). Protilatky proti lipidim borelie, které
se Casto vyskytuji v pozdni fazi infekce.

p83: Purifikovany rekombinacni protein p83 z borelie. Protilatky proti p83 se
Casto objevuji v pozdni fazi infekce.

p41l a p39: Purifikovany rekombinantni flagelin (p41) a BmpA (p39) z borelie.
OspC: Vysoce specificky dimer OspC ziskany (p25) z ruznych boreliovych
kmenti.

p58, p21, p20, p19, p18: Rekomninantni, vysoce specifické antigeny z Borrelia
burgdorferi purifikované afinitni chromatografii.

Kontrolni prouzky: IgG nebo IgM.

Kontrola: Indikuje spravné provedeni inkubace s konjugatem.

Antigeny a jejich uspofddani na stripu IgM

1)

Antigeny

- VISE Bb: Rekombinantné vyrobeny a vysoce purifikovany antigen VISE Borrelia
burgdorfer i(Bb).

2)

3)

4)
5)

p4l Ba a p39 Ba: Elektroforézou purifikovany nativni flagelin (p41) a nativni
BmpA (p39) Borrelia afzelii(Ba)

OspC Ba, OspC Bb a OspC Bg: Purifikované, vysoce specifické nativni
antigeny OspC (p25) Borrelia afzelii(Ba), Borrelia burgdorferi (Bb) a Borrelia
garnii (Bg).

Kontrolni prouzky: IgG nebo IgM

Kontrola: Indikuje spravné provedeni inkubace s konjugatem.
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3 VYSLEDKY

Béhem své praxe jsem se velkou mérou podilela na vysetfeni celkem 510 vzorkd

pomoci metody Western blot. Své vysledky jsem shrnula v ptilozenych grafech a

tabulkach (viz nize).

Prvni tabulka (viz tab. 2) nam piehledné udava poéty vySetienych pacientskych sér

v jednotlivych ttidach protilatek pomoci ELISA testu a Western Blotu. Zaroven jsem

vysetfené vzorky rozdé€lila podle pohlavi (viz obr. 14). Pro lepsi znazornéni je tabulka

zanesena taktéz do grafu (viz obr. 15).

tab. 2 Celkovy pocet vysetieni rozdéleny podle pohlavi, trid vysetrovanych imunoglobulinii a podle typu

testu.
Western Blot ELISA
190G 369 369
Muz 179 179
Zena 190 190
IgM 141 141
Muz 42 42
Zena 99 99
Celkovy soucet vySetieni 510 510
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obr. 14 Rozdéleni testovanych na pohlavi.
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obr. 15 Celkovy pocet vysetieni rozdéleny podle pohlavi, trid vySetiovanych imunoglobulinii a podle typu

testu.
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Nésledujici graf (viz obr. 16) nam zobrazuje pocet testovanych rozdélenych podle
vékovych kategorii. Nejvice testovanych pacientd bylo ve vékové kategorii 61-70 let.
Pacienti ve véku 51-60 let byly druhou nejc¢astéjsi vékovou skupinou, ktera podstoupila

testovani na borelidzu.
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obr. 16 Vekové kategorie testovanych pacientit na lymeskou boreliozu.

Hlavnim cilem této bakaldiské prace je porovnani dvou metod: ELISA a WB.
JelikoZz jsem samostatné provadéla pouze metodu WB, kterd potvrzuje, ¢i vyvraci
pozitivni vysledky na Lymeskou boreliozu metodou ELISA, vytvofila jsem tabulku,
ktera znazoriiuje pocet pozitivnich vysledkli na protilatky tfidy IgG a IgM, kde pod
kazdou protilatkou jsou udany 1 pozitivni a negativni vysledky pomoci metody WB.
Nésleduje tabulka (viz tab. 3), ktera nam ukazuje vysledky vySetieni pomoci WB

Vv jednotlivych tfidach protilatek a jednotlivych pohlavi.

tab. 3 Pirehled potvrzenych a vyvracenych testii.

Pocet pacientii
1gG
ELISA pozitivni 293
WAB negativni 54
WB pozitivni 239
IgM
ELISA pozitivni 118
WAB negativni 31
WB pozitivni 87
Celkovy soucet 411
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4 DISKUZE

Své ziskané vysledky jsem porovnavala s informacemi, které jsou volné dostupné
na webovych strankach Stéatniho zdravotniho Gstavu (SZU). Porovnavana data jsou z let
2015 a 2016, kdy bylo hlaseno 2847 a 4694 ptipadit onemocnéni LB. Od roku 2000 je
trend v nemocnosti LB setrvaly s meziro¢nimi vykyvy. Jestlize porovname data z roku
2015 a 2016, vidime, ze se vyskyt onemocnéni zvysil o 61%. Je tedy pravdépodobné, ze
se ma data a data se SZU nemusi stoprocentné shodovat ve viech ohledech. Toto miize
byt diivodem i moznému meziro¢nimu vykyvu, nebo poctem testovanych na 100 000
tisic obyvatel.

Zacneme-li prvni zkoumanou vékovou skupinou, tedy détmi a dospivajicimi do 21
let, ma data se SZU neshoduji. U SZU je prevalence vyssi, aviak v mém Setieni
(vyjimkou pacientti nad 80 let), je to skupina s nejmensim poétem pozitivnich vysledku.
Je velmi pravdépodobné, Ze mensi pocet nemocnych v této vékové skupiné je diky veétsi
oblibé moderni techniky, kdy déti uz netravi tolik volného casu hrami venku, ale travi
Cas ve virtudlni realité (hry, ,,stykani se* na socialnich sitich, televize, apod.).

U druhé skupiny poukazuji vysledky na skuteénost, ze u SZU dosahne skupina 20-
24 letych minima. V mém Setfeni nedosahuje Gplného minima, ale nemizeme ani fici,
7e by v této skupiné byl vysoky narst. Ze ziskanych dat SZU jsou z dlouhodobého
hlediska vysledky v této vékové skupiné neménné po nékolik let.

Dalsi skupinou, u které jsem provedla Setieni, byla vékova skupina do 40tilet. Tato
skupina je v mém Setieni i v $etfeni SZU nejméné zasaZenou touto nemoci. Domnivam
se, ze duvodem je reakce s antigenem borelie jiz v mladém véku, a ziskdnim protilatek.

Nejvétsi maximum prevalence mizeme zaznamenat ve vékové skupiné od 41 do 70
let. VV tomto bodé dochazi k maximalni shodé mého Setfeni a ziskanych dat ze SZU. Lze
predpokladat, ze tuto ¢ast populace uz vice trapi rizné typy bolesti, od boleni kloubt az
po bolest hlavy. Tyto nékteré symptomy mohou byt podobné LB. Pacienti se tak nechaji
na LB otestovat. JelikoZ se nam imunita neustdle vyviji, mize dojit v mladém véku
k samovyléceni onemocnéni, protilatky nam vsak v téle stale zlstavaji. Tudiz lidé, ktefi
se ve stfednim véku nechaji na borelidozu otestovat kvili bolestem kloubii ¢i hlavy,
mohou byt pozitivni pfi testovani, aniz by tyto symptomy mély néco spole¢ného s LB.
Je to jedna z moznosti, pro¢ by prevalence onemocnéni v této skupiné mohla byt tak
vysoka. Dalsi moznosti je, Ze pacient onemocnéni v tomto stfednim véku opravdu ma,

trpi v8ak jesté jinym onemocnénim, a ptiznaky LB mohou byt diky tomu vyrazné;si, a
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pacient se tak necha otestovat. V tomto pfipadé je podstatné zduraznit fakt, ze je trvaly
trend v prodluzovani primérné délky zivota, coz ma za nasledek zvysujici se pocet
star§ich osob v populaci a taktéz se tento trend podili na zvysujici se nemocnosti ve
stiedni v€kové skuping.

Po porovnani vékovych skupin, jsem ndsledné¢ nemocnost porovnavala zvlast u
muzl a zen. Z rozdéleni nemocnych dle pohlavi vyplyva, ze Zzeny jsou vice pozitivni
nez muzi(shoda se SZU). Miizeme se domnivat, Ze to je dano jejich vy$§i naklonnosti
ke zdravému zivotnimu stylu. Také se domnivam, Ze dal$i varianta mize byt ta, Ze se
vét§inou vice zajimaji o svij zdravotni stav. Nechaji se na LB otestovat pti pouhém
naznaku onemocnéni, nebo pokud zjisti, ze mély klisté. Mohu s jistotou tvrdit, Ze u
muzi to bude praveé naopak.

Dle doporuceného postupu v diagnostice, 1é€be a prevenci Spole¢nosti infek¢niho
1ékatstvi Ceské 1ékaiské spoleénosti J. E. Purkyné by mélo byt pii diagnéze LB nejprve
provedeno sérologické vysetfeni protilatek proti borelioze metodou ELISA. Pozitivitu
testu pak potvrdit ¢i vyvratit pomoci metody Western blot. Nevyhodou metody ELISA
je Casta zkiizend reaktivita a faleSné pozitivni test v obou testovanych ttidach
imunoglobulini. Pozitivita metody ELISA testi byva Casto dana reakci s antigenem
flagelinu. Tento antigen se vyskytuje u jakékoli jiné bi¢ikaté bakterie, jako je Listerie,
Helicobakter pylori, Salmonella a dalsi. Pozitivita dana timto antigenem, tak ne vzdy
potvrzuje lymeskou boreliozu. Je i n¢kolik ptipadt, kdy protilatky proti boreliim byly
zjiStény 1 u zdravych osob (5-10%). Ptedpoklada se, Ze jde o samovyléCeni pii nizké
parazitémii. Pfitomnost téchto protilaitek neni duvodem k 1é¢b€, neni-li pfitomen
Klinicky obraz lymeské boreliozy. Na druhou stranu u mnoha pacientd s lymeskou
boreliozou nebyly zachyceny protilatky tfidy IgM. Cast&ji jsou nachazeny pouze
protilatky 1gG.
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5 ZAVER

Jak jiz bylo feeno, metoda Western blot se vyuziva piedev§im Kk potvrzeni
ptitomnosti protilatek IgM 1 IgG proti Bbslu pozitivnich ELISA testd. Na druhé strané
je schopna vyloudit falesné¢ pozitivni vysledky zptisobené zkiizenou reaktivitou, nebot’
ELISA testy nevykazuji takovou specifitu a protilatky mohou reagovat i s antigeny
jinych mikrobu. Stejné tak lze pomoci Western blotu detekovat specifické protilatky
ttidy IgM proti nékterym boreliovym antigeniim, které se objevuji v ¢asné fazi infekce.

Zavérem lze fici, ze se nelze spolehnout jen na sérologické metody pii diagnostice
lymeské boreliézy. Pozitivni vysledky ELISA testu nebo Western blotu sice diagn6zu
podporuji, ale nejsou pro jeji stanoveni rozhodujici. Je tfeba diferencialniho odliSeni od
ostatnich onemocnéni a velky diiraz je kladen na klinicky obraz a anamnestické tidaje

pacienta.
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