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Laboratorni diagnostika Lymeské borreliozy

Abstrakt

Lymeska borrelioza je nejCastéjSim infekénim onemocnénim, které je prenasené
klistétem infikovanim bakterii Borrelia burgdorferi (antropozoonoza). Diagnostika
tohoto onemocnéni je zalozena na detekci specifickych imunoglobulinu ttidy I1gG a tiidy

IgM pomoci specifickych laboratornich testu.

Tato bakalatska prace se zaméfuje na zhodnoceni klinického stavu pacientll oSetiujicim
I¢katfem (viz. kazuistiky) v souladu s vysledky laboratornich testii. Spravné stanoveni
diagnozy je zalozeno na klinickych pfiznacich, anamnéze a laboratornich nélezech

u kazdého pacienta, coz slouzi k adekvatni antibiotické 1€cbé.

Kromé¢ toho je v této praci provedeno porovnani dvou metod pouzivanych k detekci
protilatek proti Borrelii burgdorferi metodu chemiluminiscencni imunoanalyzy (CLIA)
a konfirma¢ni metodu Western blotting pouzivanych v Klinické laboratoti DIA-GON
MP, s.r.o. v Chebu. Metoda CLIA poskytuje rychly a citlivy screening pro IgG a IgM
protilatky, zatimco Western blotting slouzi jako konfirmacni test s vyssSi specificitou.
Vyhodnoceni vysledkli a jejich interpretace jsou zalozeny na pritkazu specifickych

protilatkach proti Borrelii pomoci metody Western blotting.

Posledni &ast bakalafské prace je resersi &lanku z Ceského hydrometeorologického
ustavu, ktery spolupracuje se Statnim zdravotnim ustavem za podpory Ministerstva
zdravotnictvi Ceské republiky. Pojednava o aktivité klistat, ktera souvisi s jejich
sezonnim vyskytem. Na zaklad¢ tohoto ¢lanku vypracovavdm zhodnoceni sezénniho
vyskytu Lymeskée borreliozy v letech 2015 - 2017 s ohledem na priimérné teploty v daném
obdobi.

Kli¢ova slova

Lymeska boreliéza, Borrelie bugdorferi, erythema migrans, acrodermatitis chronica
atrophicans (ACA), borreliovy lymfocytom, Ixodes ricinus, Borrelia burdorferi sensu
lato, CLIA, Western blotting



Laboratory diagnostics of Lyme disease

Abstract

Lyme borreliosis is the most common infectious disease that is transmitted by ticks
infected with Borrelia burgdorferi bacteria (anthropozoonosis). The diagnosis of this
disease is based on the detection of specific IgG and IgM class immunoglobulins by

specific laboratory tests.

This bachelor thesis focuses on the evaluation of the clinical condition of patients by the
attending physician (see case reports) in accordance with the results of laboratory tests.
The correct diagnosis is based on the clinical symptoms, anamnesis and laboratory

findings of each patient, which is used to guide adequate antibiotic treatment.

In this work a comparison of two methods used for detection of antibodies against
Borrelia burgdorferi, the chemiluminescence immunoassay (CLIA) method and the
confirmatory Western blotting method used in the Clinical Laboratory of DIA-GON MP,
s.r.0. in Cheb, is performed. The CLIA method provides rapid and sensitive screening for
IgG and IgM antibodies, while Western blotting serves as a confirmatory test with higher
specificity. The evaluation of the results and their interpretation are based on the detection

of specific antibodies against Borrelia by Western blotting.

The last part of the bachelor thesis is a search of an article from the Czech
Hydrometeorological Institute, which cooperates with the State Institute of Health with
the support of the Ministry of Health of the Czech Republic. It discusses tick activity in
relation to their seasonal occurrence. On the basis of this article, I make an assessment of
the seasonal occurrence of Lyme borreliosis in 2015-2017 with respect to the average

temperatures in that period.

Key words

Lyme disease, Borrelie bugdorferi, erytrhema migrans, acrodermatitis chronica
atrophicans (ACA), borreliovy lymfocytom, Ixodes ricinus, Borrelia burgdorferi sensu
lato, CLIA, Western blotting
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1 Lymeska borrelioza

Lymeskd borreliéza je multisystémové onemocnéni nejéastéji prenasené v CR klistaty.
S infikovanymi ptvodci se miZeme setkat po celém tzemi CR. Toto infekéni
onemocnéni zptisobuje specificky komplex druhii bakterii nazyvanych souhrnné Borrelia
burgdoferi sensu lato. V ptirod¢€ jsou rezervoarem téchto bakterii drobni hlodavci, ptaci

a vetsi lesni zver, v domacnostech pak to jsou nejcastéji psi a kocky (Bhate et al., 2011).
1.1 Hledani piivodce

Pted objevem Borrelia burgdorferi byly popisovany samostatné klinické jednotky
(diagnozy) jako naptiklad: erythema migrans, borreliovy lymfocytom, acrodermatitis
chronica atrophicans atd.. Bylo také znamo, ze tyto piiznaky jsou léCitelné antibiotiky.
Prvni poznatky o Lymeské borrelioze byly zroku 1883 v Breslau, jejichz
autorem je némecky dermatolog Alfred Buchwald, ktery popisoval kozni zmény a oznacil
je jako acrodermatitis chronica atrophicans (ACA), kterd odpovida tfetimu stadiu

onemocnéni (Bartiinek, 2013).

K prilomovému obratu doslo v roce 1975 a to diky, tak trochu tvrdohlavym rodi¢tim déti
zmeésteCka Old Lyme. Tyto déti byly v letnich mésicich opakované postihovany
neobvyklym epidemickym zanétem kloubii, provazenymi koznimi pfiznaky (kruhové
skvrny se svétlym stfedem) (Bojar, 1996). Zaroven l1€kaiim podilejicim se na Setfeni toho
onemocnéni neuniklo, Ze v oblasti, kde se déti vyskytovali, byl rozsiten vyskyt klistat
Ixodes dammini (Bartin¢k, 2013). Na zaklad¢ praci klinika a dermatologa Allena Steera
a probihajicim studiim, doslo k objevu nové klinické jednotky, kterd byla zatazena jako

lymeska artritida (Bojar, 1996).

Vroce 1982 Willy Burgdorfer (americky bakteriolog) objevil v krevnich vzorcich
od Allena Steera plivodce této nemoci, a tato spirochéta byla zafazena mezi borrelie.
Stejné spirochéty také nasel ve stievech klistat rodu Ixodes damnini. V roce 1987 1€kati
Burdorfer, Barbour a Benach popsali etiologické agens vyvolavajici Lymeskou borreliozu
a pojmenovali ji Borrelia burgdorferi (Bartin€k, 2013). Pivodni predpoklad byl,

ze Lymeska borrelioza je zpuisobena jednim druhem bakterie.

Postupem casu bylo zjiSténo, ze borelidza se vyskytuje na celé severni polokouli
a prenaSeCem jsou klistata. Déle se zjistilo, Ze jiné druhy borrelii se vyskytuji v severni

Americe (Borrelia burdorferi senzu lato), které zptisobuji obvykle postizeni kloubii.



V Evropé se vyskytuje Borrelia afzelii, ktera nejCastéji zplUsobuje kozni defekty
(erythema migrans). Borrelia garinii, druhy nejéast&ji druh v Evropé (i v CR), postihuje
nervovy systém (Bellova obma — postizeni licntho nervu, piipadné
neuroborelioza — postizeni CNS). V souCasné dobé je popsano 10 druhti patogennich
borelii, které se od sebe li§i svou antigenni vybavou (Borrelia spielmanii, Borrelia
bavariensis, Borrelia lusitaniae, Borrelia valaisiana, Borrelia = mayounii)

(Halperin et al., 2018).
1.2  Etiologie Lymeské borreliozy

Lymeské borreliéza je onemocnéni vyvolané jednim ¢i vice patogennimi bakteriemi
komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato ze skupiny spirochet, které se pienaseji
na Clovéka (hostitele) po prisati infikovanym vektorem (nejcastéji klistétem rodu Ixodes
ricinus — obrazek 1) u nas v Evropé (Prokes, 2015). Jednd se o jednu z nejcastéjSich

antropozoonoz.

Podle studie provedené statnim veterinarnim tistavem Protean s.r.o. v letech 2006-2023,
kdy bylo vysetieno vice nez 18000 klist'at odebranych z kiize lidi na tizemi celé Ceské
republiky, se prokazalo, ze v Karlovarském kraji je nejvyssi vyskyt klist'at pozitivnich

na borrelii (Buryskova, 2024).

Tato data nelze srovnavat s daty hlaSenych onemocnéni, kde hraje velkou roli také pocet
lidi pohybujicich se v danych lokalitdich. Nemoc pfenasi vSechna vyvojova stadia klistéte

(larvy, nymfy i dosp¢€lé samice) (Buryskova, 2024).

Obrazek 1: Ixodes ricimus (kliste obecné) (Zdroj: Fotografie porizena autorkou prace).



1.3 Charakteristika Borrelia burgdorferi

Rad: Spirochetales
Celed’: Spirochaetaceae

Rod: Borrelia burgdorferi senzu lato

Borrelie jsou mikroaerofilni, gramnegativni bakterie s charakteristickym protdhlym
spirdlovitym tvarem (obrazek 2). Tento tvar umoziuje Sroubovity pohyb, ktery je vhodny
pro proniknuti v nejcastéjSim misté¢ vyskytu, jako je vysoce viskdzni prostiedi
mezibunéné hmoty. Umoziuje jim piekonat jak epitelidlni, tak hematoencefalickou
bariéru. Dalsi vlastnosti borrelie je schopnost vstupovat do bunék a v nich déle ptezivat.
Mezi tyto bunky patti napiiklad fibroblasty, dendritické buiiky a makrofagy. U déle
trvajici infekce (pozdnéjsi stadia) byly pozorovany i1 zmény v tvaru (kulovité formy)
azmény antigennich struktur. Vysledkem je horS$i dostupnost pro imunitni systém.

(Kfupka et al., 2009).
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Obrazek 2: Pricny a podélny rez telem borrelie (Zdroj: Benes et al., 2009).
1.4 Prenos

Rezervoarem borrelii v pfirod€ jsou zvitata (lesni vysoka zvér, drobni hlodavci, ptaci)
a domaci zvifata (pes, kocka). Vektor, klist¢ (Ixodes ricinus) po pfisati na clovéka
(hostitele) prenasi zvifeci krev, kterda muze obsahovat borrelie. Vhodnym biotopem
pro klist¢ jsou vlhké lesy a louky svyssi travou. Vlivem klimatickych zmén
a oteplovanim dochdzi k tomu, Ze se klist'ata mohou vyskytovat i ve vySkach az okolo
1200 m.n.m s optimalni teplotou 17-20 °C a vlhkosti 80%. Aktivitu klistat mizeme
pozorovat jiz pfi teplotach 5 — 8 °C. Vznik infekce zavisi na délce sani a rozvoj infekce

je ovlivnén imunitnim systémem hostitele (¢lovéka) (SZU, 2024).

Borrelie béhem svého vyvojového cyklu maji fadu vlastnosti, které jim umoziuji

vyhnout se obrannym mechanismim imunitniho systému hostitele (Snigh, 2004 B).
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Borrelie je primarné extraceluldrni patogen, ktery ma v pozdéjsich fazich schopnost
vstupovat do fibroblastu, endotelidlnich bunck, bunék synovie a neuroglii
exprese povrchovych proteinli - outer surface protein (Osp). Na pocatku svého
vyvojového cyklu musi byt schopny osidlit travici trakt klistéte, kde se na povrchu borrelii
exprimuji hlavné proteiny OspA a OspB, jejichz funkci je adheze borrelii na stfevni epitel
nenasatého klistéte. Béhem sani dochazi v disledku ptijmu krve z hostitele ke zménam
prostiedi v travicim traktu klistéte, které¢ vede ke snizovani exprese téchto proteinii a
zvysuje se exprese OspC, coz umoziuje borreliim migraci skrze slinné zlazy klistéte
dostat se do krevniho ob&hu hostitele. Funkci OspC je také schopnost vazat
imunoregulacni protein Salpl5, ktery je obsazeny ve slinach klistéte, a tak napomaha
borreliim piekonat imunitni reakci v inicidlni fazi infekce hostitele, neboli v ¢asném
diseminovaném stadiu. Béhem ptechodu do této faze choroby dochazi k poklesu exprese
OspC a na povrchu borrelii se objevuje protein VISE, ktery se vyznacuje vysokou
antigenni variabilitou (Onder et al., 2012). Exprese proteinu VIsE a dalsich povrchovych
antigenti borrelie aktivné omezuje pusobeni rozvijejici se specifické imunitni odpovédi
hostitele (Kfupka et al., 2008). V téle hostitele borrelie dale exprimuji molekuly vazici
H-faktor, ktery je zapojeny do regulace aktivace komplementu, a to napomaha uniknout
mechanismiim nespecifické imunity a umoznuje piechod do chronické (pozdni) faze

infekce (Kraiczy et al., 2006).
1.5 Patogeneze

Patogeneze borreliové infekce je ovlivnéna vlastnostmi a invazivni strategii pivodce
a dale kvalitou imunitni odpovédi hostitele (Horka et al., 2009). V rannich stadiich
je do zna¢né miry spojena s pritomnosti zivotaschopnych bakterii v misté zanétu, zatimco
v pozd¢jSich stadiich pfispivaji autoimunitni procesy. Inkubacni doba je 5 - 14 dnt.
Dlouhodobé vystaveni imunitniho systému hostitele borreliové infekci miize vyvolat

chronické autoimunitni onemocnéni (Singh et al., 2004 A).
1.5.1 Imunitni odpovéd’

KIlist¢ jiz vprabéhu sani vyluCuje proteiny, které maji imunosupresivni vliv
(Singh et al., 2004 A). Vyvoj infekénitho onemocnéni zplsobeného borrelii probiha
z pohledu hostitelského organizmu ve tfech fazich: casné lokalizované stadium, ¢asné

diseminované¢ stddium a pozdni (chronické) diseminované stddium. Po vstupu
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do organizmu se borrelie mnozi nejprve lokalné v misté prisati klistéte, coz je oznacovano
jako casné lokalizované stadium. Pokud nedojde k eliminaci bakterii imunitnim
systétmem, nebo antibiotickou 1é€bou, pomérné rychle dochdzi k diseminaci krevni
a lymfatickou cestou a nemoc pifechazi do casného diseminovaného stadia
(Ktupka et al., 2008). Pii mechanismu ¢asné lokalizované a ¢asné diseminované formy
vychézi z kontaktu s makrofagy v misté zadnétu (Singh et al., 2004 B). V pozdni fazi
infekce se na orgdnovém poskozeni pravdépodobné podileji autoimunitni mechanismy,
u refrakterni pozdni lymeské artritidy hraje roli i genetickd predispozice pacientl

(Ktupka et al., 2008).

Imunitni systém hostitelského organismu dovede rozpoznat borrelie diky jejich
povrchovym proteinim, coz vede k interakci a aktivaci komplementového systému,
makrofagii a dendritickych bunék. Po této aktivaci dochazi k prudké produkci
prozanétlivych cytokintt TNFa, IL-1, IL-6, IL-8. V nasledném prabehu infekce dochézi
k specifické imunitni odpovédi s tvorbou protilatek (Rupprecht, 2008).

1.5.2 Klinické projevy borreliozy

Nelécené onemocnéni borreliozy mize mit az tii stadia. Vyvoj infekce (1. az 3. stadia)
zavisi na kondici imunitniho systému, pfipadné vcasném zachytu a zahdjeni 1écby
antibiotiky. Klinické projevy onemocnéni boreliézou kolisa od bezptiznakovych nakaz
az po velmi zavazna onemocnéni a jsou vyvolané pfimym ptsobenim borrelii na tkané
(Benes et al., 2009). Lymeskou borreliozou 1ze onemocnét 1 opakované béhem zivota, coz
je zplisobeno antigenni variabilitou borrelii a pacient mize byt ohrozen i chronickou

infekei, pokud nebyl dostatecné a véas 1éen (Rohacova, 2005).

Prvni stadium — akutni (¢asna) lokalizovana infekce se projevuje nejcastéji koznim
defektem (erythema migrans) (Prokes, 2015 B). Erythema migrans (obrazek 3)
se objevuje v mist¢ kousnuti klistétem a zacind jako Cervend makula zvétSujici
se az do velikosti nékolika desitek centimetrt, ale pfi velikosti alespoii 5 cm se povazuje
jako diagnosticky vyznamnd. Erythema migrans je ptimym vysledkem uvolnénych
protizanétlivych markert, ddvky inokula a patogenity kmene. Z diivodu dostate¢né silné
vyvolané imunitni odpovédi se nedoporucuje serologické vySetieni na protilatky proti
Borrelia burgdorferi ihned po odstranéni pfisatého klistéte, nebo brzy po zjisténi
erythema migrans. Vysledky jsou Casto negativni a maji omezenou klinickou pouzitelnost

(Theel et al., 2016). V piipadé spravné zahajené antibiotické 1écby dochazi k uplnému
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vyhojeni infekce. Prvni stadium trvd po dobu dvou az tii mésicti. Obvykla 1écba
je udospélych tetracykliny po dobu 2-3 tydny. Klinické projevy u déti se 1éci
amynopeniciliny (penicilin) poptipad¢ makrolidy po dobu obvykle 2 tydnt.

Obrazek 3: Erythema migrans (Zdroj: Fotografie porizena autorkou prace).

Druhé stadium — ¢asna diseminovana infekce, kdy se pii absenci 1écby muze infekce
borrelie dostavat do krevniho, nebo lymfatického systému, pomoci kterého se Siii
do nekterého organu jako je napiiklad nervovy systém, klouby, srdce, vice lozisek

na kiizi — mnohocetna erytemata, borreliovy lymfom apod.) (Benes et al., 2009). Muze

trvat tydny az mésice. Lécba je obdobna jako u prvniho stadia. Mize trvat 2 az 4 tydny

(Theel et al., 2016).

Obrazek 4: Borreliovy lymfocytom na tvari. (Zdroj: By Spectrumlil - Own work, CCO,
https.://commons.wikimedia.org/w/index.php? curid=12870456)

Treti stadium — pozdni diseminovana infekce. Muze trvat i roky. Lécba se odviji
od klinické formy. Neuroborrelioza se 1&¢i intravenoznim podanim cefiriaxonu
po dobu 2 - 3 tydnti. Kloubni postizeni, které¢ mize byt chronické se doporucuje 1éCit
ATB maximaln¢ tfikrat. Divodem je, Ze pfiznaky spojené s autoimunitou nejsou

ovlivnitelné antibiotickou 1é¢bou (Smiskova et al., 2017).
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1.5.3 Borreliové onemocnéni z pohledu riiznych medicinskych obori

Borrelie jako multisystémové onemocnéni je diagnostikovana a léCena rlznymi

medicinskymi obory.

Dermatolog: pacient obvykle pfichdzi s kozni formou EM (akutni stddium Lymeské
borreliozy), které je vétSinou léCeno antibiotiky tetracyklinové fady (2-3 tydny) — dospéla
populace. Pii svédomitém vyuzivani antibiotika, dochazi k upravé klinického stavu
a vyléCeni infekce. Nevyhoda miize byt Spatna snasenlivost a bakteriostaticky tc¢inek
tetracyklind, které jsou kontraindikovéany u déti do 12 let. Nejcastéjsi piivodce je Borrelia

afzelii.

Pediatr se setkava jak s EM a napf téz s borreliovym lymfocytomem (rana diseminovana
faze) nebo 1 snervovym postizenim (Bellova obrna). Détskd populace je lécena
penicilinovymi, aminopenicilinovymi ATB, nékdy makrolidy. Vyhodou penicilinii,
aminopenicilinit je baktericidni ucinek a obvykle dobrd sndsenlivost. Délka 1écby

se odviji od kliniky (2-3 tydny).

Prakticti 1ékafi [éCi dospélé pacienty a Skéla ptiznakli mize byt Siroka. Lécba se odviji

od klinickych ptiznakt, délky trvani ptiznakt a stadia choroby.

Infekcionisté, neurologové, kardiologové obvykle 1é¢i pozdnéjsi a komplikovangjsi

formy borrelidzy. Lécba se opét odviji od stddia choroby a délky trvani ptiznakd.
Neuroborrelioza vyzaduje nasazeni intravenozni aplikace baktericidnich antibiotik
(ceftriaxon, peniciliny ad.) NejCastéji zpluisobené Borelie garinii. Kardiologie tesi

postizeni srde¢niho svalu (velmi vzacna komplikace borrelidzy cca 0.4 %).

Revmatologové iesi kloubni postizeni Borrelii burgdorferi. Jedna se obvykle o II. az II1.

stadium nemoci, které mize byt doprovazeno autoimunitou.
1.6 Dispenzarizace, hlaSeni

Lymeskda boreliéza podléha povinnému hlageni. V CR je povinnost hlasit viechny formy
onemocnéni. Po prodélané 1é¢bé a klinicky bezptiznakové pacienty neni nutné sledovat
a serologicky vySetfovat. Je doporucené u diseminované formy obvykle pacienty sledovat
po dobu 12-24 mésicti s ohledem na klinické projevy. Pokles protilatek svéd¢i o spravné
1é¢bé a pokles aktivni infekce. Naopak nahly vzestup protilatek ¢asto svédci o novém

onemocnéni (Krbkova et al. 2018).
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2 Prakticka ¢ast

V praktické ¢asti zpracovavam data pofizend pii bakalaiské praxi v laboratofi DIA-GON
s.r.o. vChebu na oddéleni Klinick¢ biochemie a imunologie. Po dobu mé praxe
jsem veskera laboratorni stanoveni délala pod odbornym dohledem. Veskera data
pro vyhodnoceni mé praktické ¢asti byla stazena z LIS laboratofe DIA-GON MP, s.r.o.

se souhlasem vedeni.

Cile praktické ¢asti jsou rozdélené do tii oddild kdy prvni ¢ast je zamétena na popis
diagnostickych metod pouzivanych v laboratofi Klinické biochemie a imunologie
DIA - GON MP, s.r.o. v Chebu, které jsem pouzivala k vySetfeni hladiny specifickych
protilatek Lymeské borreliozy ve tiidé IgM a IgG metodou CLIA na analyzéatoru
LIAISON XL a nasledné konfirmaci protilatek proti specifickym antigenim pomoci
imunoblotu metodou Western blotting na analyzatoru DYNABLOT od firmy DYNEX.
Pokusit se vysvétlit divod konfirmace Western blotting a zjistit sbérem dat o vySetfeni
metodou CLIA a Western blotting. Zdali metoda CLIA vySettila pozitivitu rozdilné oproti
metodé Western blotting a co muze byt pfipadnou pfi¢inou rozdilného vySetfeni

(analytické specifika testu).

Druhé ¢ast popisuje diilezitost zhodnoceni klinického stavu pacientd v souladu s vysledky
laboratornich testi. Na zékladé¢ zhodnoceni klinického obrazu 3 pacientl a sledovani
vyvoje jejich specifickych protilatek ve tiidé IgM a IgG, bych se chtéla pokusit poukazat
na to, ze takto komplexni zhodnoceni pacienta jsou klicova pro urceni spravné diagnézy

a umoziuje Iékaifim poskytnout pacientim optimalni péci a 1écbu.

Treti Cast zahrnuje vyhodnoceni poctu laboratornich testl na Lymeskou borreliozu
v letech 2015-2017 s ohledem na primérné teploty v daném obdobi podlozené reSersi
¢lanku z Ceského hydrometeorologického ustavu, ktery spolupracuje se Statnim
zdravotnim tustavem za podpory Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky o aktivité

klistat.
2.1 PouZité metody

K diagnostice se pouzivaji metody piimé a neptimé. PFima metoda diagnostiky Lymeské
borreliozy je zalozena na prikazu borrelii, anebo jejich komponent, a to metodami
mikroskopickymi, histologickymi, kultivatnimi anebo PCR (Smiskova at al., 2017).
Tyto metody jsou obvykle vysoce specifické, ale v bézné rutinni klinické praxi
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se nevyuzivaji. Divodem je obtizna standardizovanost, dlouhd doba vysetieni a vysoka

cena (Votava et al., 2003).

Kultivaéni metody pro Borrelie se provadi z klinickych vzorku (stér z klize, synovialni
tekutina a mozkomiSni mok apod.) a jsou jedinou metodou prokazujici zivé Borrelie
v organismu. Kultivace je obtizna, protoze vyzaduje specidlni slozeni kultiva¢ni ptudy

a je zdlouhava (Wright et al., 2012).

Mikroskopické a histologické metody jsou vyuzivané casto pro vyzkumné ucely
a ve vysoce specializovanych laboratofich (referencni laboratoie). Elektroopticky prikaz
se provadi k zhodnoceni morfologie Borrelia bugdorferii (rozméry, pocet bicikil)
a imunocyto-chemickou reakci antigenu s monoklonalni protilatkou. Imunosorp¢ni
elektronova mikroskopie je zalozena na reakci antigenu se specifickou protilatkou
na pevném sorbentu a nasledné konjugaci absorbovaného antigenu s monoklonélni
protilatkou oznacenou zlatem (Wright et al., 2012). U nepFimé metody diagnostiky
borreliové infekce se vyuziva prikazu specifickych protilatek, nebo testy bunécné

imunity pfipadné medidtort imunitni reakce (Krbkova et al., 2018)

Serologicka diagnostika Lymeské borreliozy, ktera je predmétem této prace se provadi ve
dvou stupnich. Prvni krokem je pritkkaz specifickych protilatek, vétSinou enzymatickou
imunoanalyzou (ELISA), kde dochézi k urceni pozitivity ¢i negativity ve tfidach casnych
IgM a pozdnich IgG (Bartinkova, et al. 2011). Vyskyt specifickych protilatek
u jednotlivych forem Lymeské borreliozy kolisa (Wilske, 2003). Druhym krokem pfti
pozitivnim ¢i hrani¢nim vysledku se provadi konfirmace metodou Western blotting
ve tfidach IgM a IgG (Theel et al., 2016). Podle doporuceni Spolecnosti infekéniho
lékatstvi Ceské lékatské spolecnosti J. E. Purkyné je pozitivni test, ktery je takto
konfirmovan povazovan za pozitivni (Krbkova et al., 2018). Serologicky stanovena
pozitivita specifickych protilatek podporuje diagnézu, ale neni rozhodujici pro jeji
stanoveni, vzdy je dualezit¢ brat ji v kontextu s klinickym obrazem pacienta

(Dlouhy et al., 2011).

K laboratorni diagnostice Lymeské borreliozy jsem pouzila metodu CLIA na analyzéatoru
LIAISON XL (obrazek 4, 5 A, B,6 A, B) pro stanoveni protilatek Borrelia IgG, IgM
a jako konfirmacni metodu Western blotting (Anti-Borrelia EUROLINE-RN-AT IgM,

IgG) na automatizovaném analyzatoru Dynablot (obrazek 11).
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2.1.1 Stanoveni protilatek Borrelia IgG, IgM metodou CLIA na analyzdtoru
LIAISON XL

2.1.1.1 Princip postupu

Test pro analyzator LIAISON XL od firmy DiaSorin (obrazek 4) vyuzivd metodu
chemiluminiscen¢ni imunoanalyzy (CLIA, ChemiLumminiscence ImmunoAssay)
pro kvalitativni stanoveni specifickych protilatek tfidy IgG a IgM proti Borrelia

burgdorferi sensu lato ve vzorcich lidského séra nebo plazmy.
2.1.1.2 Provedeni

Zkumavky se vzorkem oznacené ¢arovym kodem se vlozi do pfistroje (obrazek 4). Tim
dojde knacteni carového kodu, na jejimz zaklad¢ analyzator vyhodnoti metodu
stanoveni. Po odsouhlaseni metody automatickd jehla nadavkuje vzorek do kyvety,
ke kterému piida potazené¢ magnetické Castice zdchytovymi molekulami a roztok pro
fedéni vzorka. Nadchazi prvni inkubace, pfi které dojde k navazani ptitomné protilatky
na potazené magnetické ¢astice zachytovymi molekulami. Nasleduje promyti, pfi kterém
dojde k odstranéni nenavazaného materidlu. Do reakéni kyvety se vzorkem se piida
konjugat. Konjugat obsahuje mysi monoklondlni protilatky, které jsou znacené derivatem
isoluminolu. Béhem druhé inkubace dochdzi k reakci konjugatu s protilatkami
navazanymi na magnetické Castice. Inkubace je ukoncCena promytim a odstranénim
nenavazané¢ho materidlu. V kone¢né fazi jsou pfidany startovaci reagencie a dochazi
k prudké chemiluminiscenéni reakci. V méftici komote fotondsobi¢ méii svételny signal
odpovidajici mnozstvi konjugatu s navéazanou protilatka v relativnich svételnych
jednotkdch (RLU, relative light unit). Namétfend hodnota koresponduje s koncentraci
prokazovanych protildtek (DiaSorin S.p.A, navody diagnostickych seti LIAISON®
Borrelia IgG, IgM 2023).
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Obrazek 5: Analyzator LIAISON XL (Zdroj: Fotografie je porizena autorkou prace
na KL DIA-GON MP, s.r.o. Cheb).

A
[~ i - A
Obrazek 6: Analyzator LIAISON XL — A) Prostor pro nadobu na pevny odpad, zasobni
lahve s destilovanou vodou a promyvacim roztokem, B) Prostor pro nadobu na tekuty
odpad (Zdroj: Fotografie je porizena autorkou prace na KL DIA-GON, s.r.o. Cheb).
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Obrazek 7: Analyzator LIAISON XL — A) Chlazeny prostor pro reagencni integraly, B)

prostor pro vzorky (Zdroj: Fotografie je porizena autorkou prace na KL DIA-GON, s.r.o.
Cheb).
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2.1.1.3 Diagnosticka souprava pro stanoveni protilatek LIAISON Borrelia IgM 11
(obrazek 7)

Testovaci integral pro LIAISON Borrelia IgM 1I je zaloZzen na chemiluminiscencni
imunoanalyze pro stanoveni specifickych protilatek ttidy IgM proti Borrelia burgdorgeri
sensu lato. Testovaci souprava obsahuje magnetické Castice potazené rekominantnim
antigenem OspC (Borrelia arzelii kmen pKo) a pro zvySeni piesnosti diagnostiky
se vyuziva specifické rekomninantni antigeny VIsSE (Borrelia garinii kmen pBi a Borrelia
sensu strictu kmen B31) ziskané z E.coli. Pro stanoveni protilatek se uziva lidské sérum,
nebo plazma (DiaSorin S.p.A, navody diagnostickych seti LIAISON® Borrelia IgG, IgM
2023).

LIAISON® Borrelia IgM Il
[REF1310010 C€

Obrazek 8: Reagencni integral pro stanoveni protilatek tridy IgM (Zdroj: Fotografie je
porizena autorkou prace na KL DIA-GON, s.r.o. Cheb).

2.1.1.4 Diagnosticka souprava pro stanoveni protilatek LIAISON Borrelia IgG
(obrazek 8)

Test LIAISON Borrelia IgG je zalozen na chemiluminiscencni imunoanalyze
pro stanoveni specifickych protilatek tfidy IgG proti Borrelia burgdorferi sensu lato.
Testovaci souprava obsahuje magnetické Castice potazené rekominantnim antigenem
VISE (Borrelia garinni kmen pBi) ziskanym z E.coli. VISE je povrchovy proteinovy
antigen, ktery v laboratorni diagnostice vypovida o ¢asné i pozdni IgG imunitni odpovédi
proti Lymeské borrelioze a méa vysokou citlivost a specifitu (DiaSorin S.p.A, navody

diagnostickych seti LIAISON® Borrelia IgG, IgM 2023).
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Obrazek 9: Reagencni integral pro stanoveni protilatek tridy IgM (Zdroj: Fotografie je

porizena autorkou prace na KL DIA-GON, s.r.o. Cheb).

2.1.1.5 Kontrola a kalibrace

Pro testy LIAISON Borrelia IgM, IgG je doporuceno vyrobcem provedeni kalibrace
a to za nasledujicich situaci:

- Je pouzita nova Sarze soupravy.

- Posledni kalibrace byla provedena pted vice nez jednim tydnem.

- Kontrolni hodnoty lezi mimo ocekévané rozmezi.
Po vyméné soupravy a nasledné kalibraci a pfi rannim startu pied spusténim analyzy
pacientskych vzorkll je nutné provést vzdy kontrolu pomoci kontrol (obrazek 9 A,B)
LIAISON Control Borrelia IgM, IgG liquor (REF: 310012, DiaSorin S.p.A., Italie)
(DiaSorin S.p.A, navody diagnostickych seti LIAISON® Borrelia IgG, IgM 2023).

Obrazek 10: Kontrolni lahvicky LIAISON Control Borrelia A) IgM, B) IgG liquor (REF:
310012, DiaSorin S.p.A., Itdlie) (Zdroj: Fotografie je porizena autorkou prdce na KL
DIA- GON, s.r.0. Cheb).
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2.1.1.6 Vyhodnoceni a interpretace vysledkii stanoveni protilatek Borrelia IgM, IgG
metodou CLIA na analyzdtoru LIAISON XL pro vzorky séra/plazmy

Negativni vysledek vySetfeni IgM/IgG protilatek proti Borrelia burgdorferi znamena,

ze pacient nebyl infikovan, anebo tézZ se muZze jednat o velmi Casné stddium akutni
infekce, kdy nebyly vytvoteny detekovatelné hladiny protilatek (DiaSorin S.p.A, navody
diagnostickych setl diagnostickym soupravam LIAISON® Borrelia IgG, IgM 2023).

Doporuceni laboratote zni: pfi klinickych pfiznacich a pozitivni anamnéze, ktera svédci

pro Casné akutni stadium borreliové infekce neni nutné ¢ekat na vysledky odbéru, ktery
ma vyznam vySetfit v odstupu 4 tydnti a nasadit ATB 1é¢bu ihned. Kontrolni odbér
je vhodny za 4 tydny po ukonceni lécby (DiaSorin S.p.A, navody diagnostickych seta
LIAISON® Borrelia IgG, 1gM 2023).

Pozitivni vysledek vySetieni IgM/IgG protilatek proti Borrelia burgdorferi znamena

akutni infekci pfi detekci protilatek tfidy IgM. Pfi detekci protilatek tfidy IgG se jedna
o stav po prodé¢lané infekci, nebo jiz del$i dobu probihajici stddium infekce. Vzdy musi
klinik hodnotit nalez v kontextu s klinickymi pfiznaky a anamnézou (délkou trvani
priznaki, klisté¢ v anamnéze, ATB lécba). Serologie je dopliujici metodou pro potvrzeni
diagnozy. Velkym pokrokem by objev VISE a jeho C6 peptidu jako markert protilatkové
odpovédi u Lymeské borreliozy. Diagnostika tohoto antigenu funguje spiSe v pozd¢jsi
fazi infekce a ma nizkou citlivost béhem c¢asné infekce. Proto se v soucasné¢ dobé
doporucuje pifi vyskytu typického klinického ptiznaku (erythema migrans) ATB 1écbu
zahdjit okamzité bez potvrzujici serologické diagnostiky. Vzestup nebo pokles hladiny
specifickych protilaitek ma vypoveédni hodnotu, kterd svédci pro probihajici infekci,
vylou¢it jind infekéni agens. Optimdlni je osobni kontakt klinika a laboratorniho

pracovnika (Marques,2015).

Koncentrace protilatek je vypoctenda analyzatorem pro tfidu IgG a je uvedena
v arbitralnich jednotkach (AU/ml), pro tfidu IgM je jednotkou index pozitivity (DiaSorin
S.p.A, navody diagnostickych seti LIAISON® Borrelia IgG, [gM 2023).
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Tabulka 1: Interpretace vysledki pro ttidu IgM, IgG.

Interpretace Protilatky v tridé IgM Protilatky v tridé IgG
IP-index pozitivity (AU/ml)
Negativni vysledek 0,9 a nizsi 10 a nizsi
Hrani¢ni vysledek 0,9-1,1 10-15
Pozitivni vysledek 1,1 a vySsi 15 a vySsi
Rozsah méreni 0,0-6 5-240

Zdroj.: DiaSorin S.p.A, navody diagnostickych seti LIAISON® Borrelia IgG, IgM 2023.

Na zékladé tabulky 1 jsou ustanovena doporuceni vyrobcem ohledné¢ vyhodnoceni
a interpretaci vysledkd laboratofi. Pii hrani¢nich vysledcich, to znamena v hodnotach
mezi 0,9-1,1 se povazuji za nejasné. Takovéto vzorky se musi znovu vysettit. Pfi druhém
vysetieni, pokud vyjde vysledek negativni je hodnocen jako negativni, pii pozitivité
jako pozitivni. Pokud ale vysledek opakované vyjde hrani¢ni, mél by se zohlednit
lékafem klinicky stav pacienta a pfipadné hledat jiné pficiny dané infekce (DiaSorin

S.p.A, navody diagnostickych seti LIAISON® Borrelia IgG, 1gM 2023).
2.1.2 Stanoveni protilatek metodou Western blotting

Pomoci Western blotting, neboli imunoblotu mizeme rozlisit protilatky proti jednotlivym
specifickym antigenim. Tato metoda se vyuziva zejména ke konfirmaci vysledkt
ziskanych pomoci CLIA nebo jinych screeningovych testii. V nasi laboratofi je tzus:
Western blotting vySettit (potvrdit) vSechny pozitivni nalezy CLIA metody, pifipadné
pokud klinik vyslovi poZadavek na kompletni vySetieni L. borreliozy (Anti-Borrelia
Euroline-RN-AT, protilatky proti Borrelia (IgM, IgG), navody diagnostickych setii
k analyzatoru DYNA-BLOT, 2023).

2.1.2.1 Princip postupu

Komercni testovaci soupravy EUROLINE (obrazek 10 A, B) pro pouziti testu Anti-
Borrelia EUROLINE-RN-AT umoziuje kvalitativni in vitro zkousku na lidské protilatky
ttidy IgM, IgG proti antigeniim Borrelie v séru nebo plazmé. Souprava obsahuje testovaci
stripy, které jsou potazeny purifikovanymi antigeny. V prvnim kroku reakce
jsou jednotlivé imunoblotové stripy inkubovany s nafedénimi vzorky pacientd,
pfi které dochazi k vazbé specifickych protilatek ptitomnych ve vysetfovacim vzorku
na piislusné antigenni linie na stripu. Pfi pozitivni reakci specifické IgM, IgG protilatky

se navazi na odpovidajici antigeny.
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K nésledné detekci navazanych specifickych protilatek slouzi po promyti, inkubace
s enzymov¢ znacenymi ant-lidskymi IgM, IgG konjugatem. Vizualizace je provedena
inkubaci se substratovym roztokem, ktery katalyzuje barevnou reakci. Vyhodnoceni
je pomoci pocitatového softwaru po vysuSeni jednotlivych imunoblotovych stript (Anti-
Borrelia Euroline-RN-AT, protilatky proti Borrelia (IgM, IgG), navody diagnostickych
setll k analyzatoru DYNA-BLOT, 2023).

2.1.2.2 Priprava diagnostickych reagencii a roztokii pro stanoveni specifickych

protilatek proti Borrelia IgM, IgG

Vsechny reagencie se musi nechat 30 minut pfed pouzitim vytemperovat na pokojovou

teplotu (+18°C az +25°C).

Komerc¢ni soupravy Anti-Borrelia EUROLINE-RN-AT obsahuji:
- Testovaci stripy potaZené antigeny. Pro testovani protilatek ve tfidé IgM jsou
to antigeny: nativni OspC Bg, nativni OspC Bb, nativni OspC Ba, p39, p41
a VISE Bb. Pro testovani protilatek ve tFidé IgG jsou to antigeny: p18, p19, p20,
p21, p58, OspC (p25), p39, p83, p41, LBb, LBa, VISE Bg, VISE Bb a VIsE Ba.
o Jsou ihned piipraveny k pouziti.
- Pozitivni kontrola — lidské protilatka IgM, IgG, ktera je 50x koncentrovana
o Kontrolni sérum slouzi pro pozitivni kontrolu. Pro ptipravu je potieba
pozadované mnozstvi kontrolniho séra odebrat Cistou pipetou a nafedit
1:51 univerzalnim pufrem. Takto pfipravené kontrolni sérum je stabilni
jeden den.
-  Enzymovy konjugat — 10 x koncentrované anti-lidské IgM, IgG znacené
alkalickou fosfatazou
o Pro piipravu enzymového konjugatu odebereme pozadované mnozstvi
Cistou pipetou a nafedime 1:10 pfipravenym univerzalnim pufrem.
Natedény enzymovy konjugat 1ze pouzit pouze v den fedéni.
- Universalni pufr - 10x koncentrovany
o Pied ptipravou univerzalniho pufru se musi obsah tadné promichat.
Po promichani se odebere potfebné mnozstvi Cistou pipetou a natedi
se v pomé&ru 1:10 deionizovanou vodou. Takto nafedény univerzalni pufr

1ze pouzit pouze v den fedéni.
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- Substratovy roztok (NBT/BCIP)
o Je ihned pfipraven k pouziti. Dulezité je udrzovat substratovy roztok
v tmavé nadobg, protoze jeho komponenty jsou citlivé na svétlo.
(Anti-Borrelia Euroline-RN-AT, protilatky proti Borrelia (IgM, IgG), navody
diagnostickych setl k analyzatoru DYNA-BLOT, 2023).

S

Ordzek 1: A) Komercni testovaci souprava Anti-Borrelia EUROLINE-RN-AT pro
stanoveni protildatek proti Borrelia IgM. B) Komercni testovaci souprava Anti-Borrelia
EUROLINE-RN-AT pro stanoveni protilatek proti Borrelia IgG (Zdroj: Fotografie je
porizena autorkou prace na KL DIA-GON s.r.o. Cheb).

2.1.2.3 Provedeni analyzy — inkubacni protokol

Analyza probihd pomoci automatického analyzatoru DYNA-BLOT automatic
(obrazek 11).

Obrazek 12: Automaticky aator YNA—BLOT automatic (Zdroj: Fotografie je
porizena autorkou prace na KL DIA-GON, s.r.o. Cheb).
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Blokovani:

Z komeréné dodané¢ho baleni se vyjme potfebné mnozstvi testovacich stript, které
se umisti do prazdnych kanalkti vanicky (obrazek 12 A, B). Kazdy jednotlivy testovaci
strip obsahuje v horni ¢asti Cislo, které musi byt dobie viditelné. Do kazdého jednotlivého

inkubac¢niho kanalku vanicky se napipetuje 1,5 ml nafedéného univerzalniho roztoku

a za stalého kyvani pfi pokojové teploté se inkubuje 15 minut.

FSl  Elswen

Obrazek 13: Automaticky analyzator DYNA-BLOT automatik — A) inkubacni vanicka se
stripy. B Stojan s pacientskymi vzorky sér (Zdroj: Fotografie je porizena autorkou prace
na KL DIA-GON, s.r.o. Cheb).

Prvni inkubace vzorku:

Po 15minutové inkubaci se odsaje z kanalkii vanicky veskera kapalina. Pfed nafedénim
vzorku a 30minutovou inkubaci se do kazdého kandlku vaniCky napipetuje 1,5 ml
nafedéného univerzalniho roztoku a k nému se piida 30 pl pacientského vzorku. Inkubace

probiha za stalého kyvani pii pokojové teploté.

Promyvani:
Po 30minutové inkubaci se veskera kapalina z kanalkti vanicky odsaje a kazdy kanalek
se promyva celkem 3krat po Sminutich. To se provadi 1,5 ml univerzdlniho pufru

za stalého trepani.

Druha inkubace vzorku:
Po promyti se do kazdého kanalku vanicky ptida 1,5 ml nafedéného enzymového

konjugatu a pii pokojové teploté se inkubuje po dobu 30 minut za stalého kyvani.
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Promyvani:
Po 30minutové inkubaci se veskera kapalina z kanalkti vanicky odsaje a kazdy kanalek
se promyva celkem 3krat po 5 minutach. To se provadi 1,5 ml univerzalniho pufru

za stalého kyvani.

Treti inkubace vzorku:
Po promyti se odsaje veskera kapalina z kanalkl vanicky a piida se 1,5 ml substratového

roztoku a inkubuje se 10 minut pii pokojové teploté za stalého kyvani.

Zastavovaci reakce:
Odsaje se veskera kapalina z kazdého kanalku vanicky a promyvame kazdy kandlek

vanicky celkem 3krat po 1 minuté deionizovanou vodou.

(Anti-Borrelia Euroline-RN-AT, protilatky proti Borrelia (IgM, IgG), navody
diagnostickych setl k analyzatoru DYNA-BLOT, 2023).

Vyhodnoceni:
Na zavér se jednotlivé testovaci stripy vysusi a vyhodnoti se pomoci pocitacového

softwaru EUROLIine Scan (digitalni).

Pro spravné provedeni testu na protilatky tfidy IgG proti antigenim Borrélie je potvrzeno
intenzivnim zabarvenim kontrolniho prouzku a pozitivni reakci IgG prouzku.
Pro stanoveni provedeni testu na protilatky tfidy IgM proti antigenim Borrélie
je potvrzeno intenzivnim zabarvenim kontrolniho prouzku a pozitivni reakci IgM
prouzku. Jestlize jeden z téchto prouzkii vykazuje Spatnou nebo zadnou barevnou reakei,
vysledky na zakladé tohoto nemohou byt pouzity a test se musi zopakovat (Anti-Borrelia
Euroline-RN-AT, protilatky proti Borrelia (IgM, IgG), navody diagnostickych setii
k analyzatoru DYNA-BLOT, 2023).
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2.1.2.4 Vyhodnoceni a interpretace vysledkii ziskanych metodou ANTI-Borrelia
EUROLINE-RN-AT IgM pro vzorky séra/plazmy (obrazek 13)

Antigeny:
<— VIsE Bb

VISE Bb (Variable major protein-like semence, espressed)

- Vysoce purifikovany antigen VISE borrelia burgdorferi
(Bb), ktery je rekombina¢né vyrobeny. Vyznamny pro
protilatkovou odpovéd’ IgG

<4— p4lBa
<— p39Ba

p 41 Ba ap 39 Ba:
<«— OspCBa

- Elektroforézou purifikovany nativni flagellin (p41) a

<— OspCBb nativni BmpA (p39) Borrelia afzelii (Ba). p41 Ba vnitini
¢ast flagelinu, vysoce specificky antigen rané protilatkové
<— OspCBg odpovedi. p39 marker pozdni IgG protilatkou odpovédi.

OspC Ba, OspC Bb, OspC Bg:

- Purifikované, vysoce specifické nativni antigeny OspC
(p25) Borrelia afélii (Ba), Borrelia burgdorferi (Bb) a
Borrelia garinii (Bg). Vnéjsi povrchovy protein C, hlavni
antigen ¢asné proitlatkové odpovédi, imunodominantni

marker IgM protilatkou odpoveédi.
<+— IgG

<+— gM Kontrolni prouzky:

- IgG nebo IgM: anti-lidské IgG nebo anti-lidské IgM.
K rozpoznani jedincii se syndromem protilatkové
nedostatecnosti pomoci ur€eni pfitomnosti vySetfované
tfidy protilatky.

<«— Kontrola

Kontrola:

- Kontrola pro urceni spravné provedené inkubace.

Obrazek 14: Umisteni a popis antigenu na imunoblotovacim stripu pro testovaini
protilatek IgM (Zdroj: Anti-Borrelia Euroline-RN-AT, protilatky proti Borrelia (IgM,
IgG), navody diagnostickych setit k analyzatoru DYNA-BLOT, 2023).

Pti pozitivit¢ purifikovanych antigenit OspC Borrelia afelii, Borrelia burgdoreri
a Borrelia garinii maji nejvyssi citlivost a specifi¢nost pro stanoveni protilatek ttidy IgM

a to v casnych stadiich Borreliovych infekei.
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V ojediné€lych piipadech mize dojit k tomu, ze v Casnych stadiich borreliévé infekce
mohou protilatky ve tfidé IgM s OspC byt negativni nebo slabé pozitivni. V tomto

piipadé se vyhodnoceni provede pomoci nasledujiciho schématu (tabulka 2):

Tabulka 2: Schéma pro referen¢ni vyhodnoceni protilatek I[gM metodou Westrn blot

Specifické antigenové pasky:
p39, VISE Bb
Vysledek protilatek
1 prouzek Zadny prouZek
pozitivni
OspC Ba Antigenovy prouzek pozitivni pozitivni
pozitivni
OspC Bb
OspC Ba nebo OspC Bg pozitivni hranicni
OspC Bg Slabé pozitivni
Antigenovy prouzek pozitivni negativni
negativni

Zdroj: Anti-Borrelia Euroline-RN-AT, protilatky proti Borrelia (IgM, IgG), navody
diagnostickych setl k analyzatoru DYNA-BLOT, 2023.
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2.1.2.5 Vyhodnoceni a interpretace vysledkii ziskanych metodou ANTI-Borrelia
EUROLINE-RN-AT IgG pro vzorky séra/plazmy

T

VIsE Ba

VISE Bb
VISE Bg

tt

Lipid Ba
Lipid Bb

tt

p83 Ba
p4l Bg
p39 Bg

OspC Bg
p58
p21

p20
pl9
pl8

[T T T T
ttttr e

I1gG
IgM

tt

T

Kontrol

Antigeny:

VIsE Ba, VISE Bb a VIsE Bg (Variable major protein-like semence,
espressed)

- Vysoce purifikované rekombinantni antigeny VISE z Borrelia
afélii (Ba), Borrelia burgdorferi (Bb) a Borrelia garini (Bg).

Lipid Ba a Lipid Bd:

- Membranové frakce byly extrahovany lipidy Borrelia afélii (Ba)
a Borrelia burgdorferi (Bb). Protilatky proti lipidim borélie se
Casto vyskytuji v pozdni fazi infekce.

p83:

- Purifikovany rekombinantni protein p83 z Borrélie. Protilatky
proti p83 se Casto objevuji v pozdni fazi infekce.

p 41 Baap 39 Ba:

- Purifikovany rekombinantni flagelin (p41) a BmpA (p39)
z borélie

OspC Bg:

- Vysoce specificky rekombinantni OspC ziskany (p25)
z riznych boréliovych kment

p58, p21, p20, p19, p18

- Rekombinantni vysoce specifické antigeny z Borrelia
burgdorgeri purifikované afinitni chromatografii.

Kontrolni prouzky:

- IgG nebo IgM: anti-lidské IgG nebo anti-lidské IgM.
K rozpoznani jedincii se syndromem protilatkové
nedostate¢nosti pomoci ureni pfitomnosti vySetfované tiidy
protilatky

Kontrola:

- Kontrola pro uréeni spravné provedené inkubace.

Obrazek 15: Umisténi a popis antigenii na imunoblotovacim stripu pro testovani protilatek
IgG (Zdroj: Anti-Borrelia Euroline-RN-AT, protilatky proti Borrelia (IgM, 1gG), navody
diagnostickych setii k analyzatoru DYNA-BLOT, 2023).
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2.2 Interpretace sérologickych testi

Z doporuceni Spole¢nosti infekéniho 1ékatstvi Ceské 1ékatské spoleénosti J.E. Purkyng
vyplyva, ze interpretaci vysledkll lze ¢init za urcitych skutec¢nosti. Pokud stanoveni
protilatek, které bylo spravné metodicky provedeno je pritkazem probihajici nebo
probéhlé infekce. Zaroven slouzi také jako potvrzeni ¢i vyvraceni kontaktu s ptivodcem
Lymeské borreliozy. Hladina protilatek ve tfidé IgM je odpovéd’ pfechodné a u nékterych
ptipadli mize chybét uplné. Pozitivni diagnozu s pozitivnimi protilatkami ve tfidé IgM
1ze jako pozitivni diagndézu onemocnéni zvazovat pouze v kontextu s pozitivni klinickou
anamnézou pacienta, a to 1 vpfipad¢ pozitivnich protilatek ve tfide IgG

(Krbkova et al., 2018).

V soucasné¢ dobé je doporuceni provést serologické potvrzeni Lymeské borreliozy
pii vyskytu typického erythema migrans. V tomto ptipad¢ se serologickd diagnostika
provadi az po probehlé ATB 1écbé, ktera slouzi pro zhodnoceni vyvoje 1é€by klinikem.
V ptipadé€, ze erythema migrans v Casném stadiu onemocnéni neni klinicky typicka

je dulezita serologicka diagnostika LB (Desseau et al., 2018).

Hladina protilatek ve tfidé¢ IgM obvykle mizi rychle s odeznivajicimi klinickymi
ptiznaky, IgG miiZze pfetrvavat vétSinou po dobu az jednoho roku a u artritid mize

az nékolik let.
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3 Vysledky
3.1 Kazuistika
3.1.1 Pacient ¢.1

Muz ve véku 69 let se dostavil 3.11.2017 na interni ambulanci do nemocnice v Chebu
s klinickym obrazem Erythema migrans. Lékatem byl nasazen Doxycyklin na 21 dnt
a doporucena kontrola stavu po 5 dnech 1écby. Kontrola probé¢hla 8.11.2017 na ambulanci
imunologie a alergologie v Chebu. Zaroven byl doporucen odbér na vySetieni Lymeské

borreliozy, ktery byl proveden 9.11.2017 (tabulka 3).

Tabulka 3: Vyhodnoceni vySetfeni pacienta ¢.1 ze dne 9.11.2017.

Datum Stanoveni CLIA Stanoveni Western
blotting
Borrelia IgM Borrelia IgG IgM IgG
Hodnota | Vysledek | Hodnota | Vysledek | Vysledek | Vysledek
{p) (IU/ml)
9.11.2017 | >6,00 pozitivni | 101,50 pozitivni | pozitivni | pozitivni

Zdroj: LIS Klinické laboratoti DIA-GON MP, s.r.o. v Chebu.

Hodnoceni laboratote: Serologicky nalezem (tabulka 3) byla prokézéna vysoka hladina

specifickych borreliovych protilatek ve tfidé IgM, IgG, coz svéd¢i pro akutni borreliovou
infekci. Hodnoceni tohoto vysledku je nutno hodnotit v kontextu s klinickymi piiznaky

a anamnézou pacienta.
Dne 29.11.2017 se pacient dostavil na kontrolu na ambulanci imunologie a alergologie

po dobrani Doxycyklinu. DoSlo k tUstupu erythema migrans, pacient se citil dobfe.

Klinicky stav pacienta byl v norm¢. Kontrolni odbér nabran 27.2.2018 (tabulka 4).
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Tabulka 4: Vyhodnoceni vySetfeni pacienta ¢.1 ze dne 27.2.2018.

Datum Stanoveni CLIA Stanoveni Western
blotting
Borrelia IgM Borrelia IgG IgM IgG
Hodnota | Vysledek | Hodnota | Vysledek | Vysledek | Vysledek
{p) (IU/ml)
27.2.2018 | 3,20 pozitivni | 61,60 pozitivni | pozitivni | pozitivni

Zdroj: LIS Klinické laboratoti DIA-GON MP, s.r.o. v Chebu.

Hodnoceni laboratofe: Doslo k vyraznému poklesu hladiny borreliovych protilatek.

Naélez svédci pro uspésnost 1€cby, nutno vzdy hodnotit v kontextu s vyvojem klinickych

ptiznakil po 1écbe.

Po skoro roce se dne 5.3.2019 pacient dostavil do ambulance a stézoval si na bolest
kolene. Byla stanovena diagndza artr6za kolene a pacient obdrzel doporuceni na vysSetfeni

Lymeské borreliozy (tabulka 5).

Tabulka S5: Vyhodnoceni vySetfeni pacienta ¢.1 ze dne 5.3.2019.

Datum Stanoveni CLIA Stanoveni Western
blotting
Borrelia IgM Borrelia IgG IgM IgG
Hodnota | Vysledek | Hodnota | Vysledek | Vysledek | Vysledek
(IP) (IU/ml)
5.3.2019 | 1,27 pozitivni | 16,93 negativni | pozitivni | pozitivni

Zdroj: LIS Klinické laboratoii DIA-GON MP, s.r.o. v Chebu.

Hodnoceni laboratotfe: Hladina specifickych borreliovych protilatek ve tride IgM, 1gG

nadale klesa v porovnani s predchozim vySetfenim (tabulka 4,5). Klinik v kontextu

s vyvojem klinickych pfiznaki, vyhodnocuje nalez jako artr6za a nenasazuje ATB 1écbu.

Skoro po tiech letech, dne 4.1.2023 pacient navstivil ambulanci imunologie a alergologie
s erythema migrans na levé koncetiné. Pacient si stézuje na bolest. Bylo doporucené
vySetfeni na Lymeskou borreliozou (tabulka 6). Na zdklad€ laboratorniho vySetfeni
a klinickych ptiznaku byla diagnostikovdna nové akutni Lymeska borelioza. Pacientovi

byl nasazen Cefruroxin (2x500mg/den) po dobu 21 dnii.
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Tabulka 6: Vyhodnoceni vySetfeni pacienta ¢. 1 ze dne 4.1.2023.

Datum Stanoveni CLIA Stanoveni Western
blotting
Borrelia IgM Borrelia IgG IgM IgG
Hodnota | Vysledek | Hodnota | Vysledek | Vysledek | Vysledek
{p) (IU/ml)
4.1.2023 | 2,13 pozitivni | >240,00 | pozitivni | pozitivni | pozitivni

Zdroj: LIS Klinické laboratoti DIA-GON MP, s.r.o. v Chebu.

Hodnoceni laboratote: Vyrazny nartist hladiny specifickych borreliovych protilatek tiidy

IgM a piredevsim IgG (tabulka 6). Serologicky nélez svéd¢i pro borreliovou infekci.

Doporuceno hodnotit v kontextu s klinickymi pfiznaky a anamnézou.

Dne 21.2.2023 kontrola po 1écbé Cefuroxinem a laboratorni stanovenim protilatek, kdy
hladina IgM protilatek klesd a zaroven pretrvava vysoka hladina IgG protilatek.

Po antibiotické 1é¢bé se klinicky stav upravil.

Tabulka 7: Vyhodnoceni vySetfeni pacienta ¢.1 ze dne 21.2.2023.

Datum Stanoveni CLIA Stanoveni Western
blotting
Borrelia IgM Borrelia IgG IgM IgG
Hodnota | Vysledek | Hodnota | Vysledek | Vysledek | Vysledek
(IP) (IU/ml)
21.2.2023 | 1,70 pozitivni | >240,00 | pozitivni | pozitivni | pozitivni

Zdroj: LIS Klinické laboratoii DIA-GON MP, s.r.o. v Chebu.

Hodnoceni laboratofe: U pacienta pietrvavaji borreliové protilatky tiidy IgM 1 IgG.

Laboratorni vySetifeni bylo v kratkém casovém odstupu. Doporuc¢eno hodnotit nalez

v kontextu s klinickymi ptiznaky po 1é¢be.
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Graf 1: Prehled vyvoje protilatek ve tride IgM a IgG u pacienta ¢. 1 (zdroj: LIS Klinické
laboratori DIA-GON MP, s.r.o. v Chebuy).

Zéavérecné hodnoceni: Na zéklad¢ klinickych ptiznakl a laboratorniho stanoveni hladiny

protilatek (graf 1) u pacienta €.1 probéhly dvé epizody borreliové infekce.
3.1.2 Pacient ¢.2

Dne 27.9.2022 ptichazi do ordinace praktického Iékaie 29leta pacienta s koznim nalezem
v podkoleni jamce lividniho zbarveni, velikosti dlané. Pacientka uvadi odstranéni klistéte
z postizené oblasti pfed 2 tydny. Daéle si stéZzuje na bolest hlavy a bolest v tfisle, kde
nebylo zjisténo zvétSeni uzlin ani jind patologie. Lékat stanovil diagndézu A692 (Lymeska

nemoc), doporucil kontrolni odbér (tabulka 8) a nasadil Doxyhexal 200 mg/den (2 baleni).

Tabulka 8: Vyhodnoceni vySetieni pacienta €. 2 ze dne 11.10. 2022.

Datum Stanoveni CLIA Stanoveni Western
blotting
Borrelia IgM Borrelia IgG IgM IgG
Hodnota | Vysledek | Hodnota | Vysledek | Vysledek | Vysledek
{ap) (IU/ml)
11.10.2022 | >6,0 pozitivni | 18,65 hrani¢ni | pozitivni | pozitivni
Zdroj: LIS Klinické laboratoti DIA-GON MP, s.r.o. v Chebu.
Hodnoceni laboratofe: Serologicky nalez svéd¢i pro akutni borreliovou

infekci — protilatky ve tfidé IgM jsou pozitivni (tabulka 8). Serologicky néalez se musi
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hodnotit v kontextu s klinickou anamnézou. Doporuceni kontrolni odbér po 1écbé za 4

tydny.

Po dobrani Doxyhexal 200mg/den probéhla 14.10.2022 kontrolni navstéva pacientky
u Iékare. Pacientka si stézuje na bolest hlavy, kterd neustupuje a pfidava se i1 unava.
Lékafem byla naordinovana lé¢ba Klacid 500mg/po 12 hodinach a byl doporucen
kontrolni odbér (tabulka 9).

Tabulka 9: Vyhodnoceni vySetieni pacienta ¢. 2 ze dne 11.11.2022.

Datum Stanoveni CLIA Stanoveni Western
blotting
Borrelia IgM Borrelia IgG IgM IgG

Hodnota | Vysledek | Hodnota | Vysledek | Vysledek | Vysledek
IP) (IU/ml)

11.11.2022 | 2,05 pozitivni | 8,99 negativni | pozitivni | negativni

Zdroj: LIS Klinické laboratoii DIA-GON MP, s.r.o. v Chebu.

Hodnoceni laboratoie: U pacientky dochazi k poklesu hladiny protilatek (zfejmé

po v€asné nasazené 1€cb¢). Serologicky nalez je dulezité hodnotit v kontextu s vyvojem

klinickych ptiznaki po 1éEbé.

Pfi kontrolni navstéveé u lékare dne_21.10.23 bylo piedepsano druhé baleni Klacidu

500mg/ po12 hodinach a doporucen kontrolni odbér.

Tabulka 10: Vyhodnoceni vySetieni pacienta ¢. 2 ze 21.2.2023.

Datum Stanoveni CLIA Stanoveni Western
blotting
Borrelia IgM Borrelia IgG IgM IgG

Hodnota | Vysledek | Hodnota | Vysledek | Vysledek | Vysledek
(IP) (IU/ml)

21.02.2023 | 1,24 hrani¢éni | <5,00 negativni | pozitivni | negativni

Zdroj: LIS Klinické laboratoti DIA-GON MP, s.r.o. v Chebu.

Hodnoceni laboratofe: doSlo k vyraznému poklesu hladiny specifickych protilatek.

Pretrvavaji protilatky tiidy IgM a tfidy IgG pokles do negativity. Serologicky nélez
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je nutno hodnotit v kontextu s vyvojem klinickych pfiznakti po 1é€bé. Lékat hodnoti

klinicky stav: jako dobry, pacientka nema potize.

Dne 27.07.2023 byl proveden oSetfujicim lékatem kontrolni odbér krve pro potvrzeni

spravnosti 1éCby.

Tabulka 11: Vyhodnoceni vySetieni pacienta ¢. 2 ze dne 27.07.2023.

Datum Stanoveni CLIA Stanoveni Western
blotting
Borrelia IgM Borrelia IgG IgM IgG

Hodnota | Vysledek | Hodnota | Vysledek | Vysledek | Vysledek
(IP) (IU/ml)

27.07.2023 | 1,00 negativni | < 5,00 negativni | pozitivni

Zdroj: LIS Klinické laboratoti DIA-GON MP, s.r.o. v Chebu.

Hodnoceni laboratofe: ve Western blotting ptetrvavaji protilatky ve tfidé IgM, hodnotit

v kontextu s vyvojem klinickych ptiznakt pacienta po 1écbé.
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Graf 2: Prehled vyvoje protilatek ve tiide IgM a IgG u pacienta ¢. 2 (zdroj: LIS
Klinicke laboratori DIA-GON MP, s.r.o. v Chebu,).

Zévérecné zhodnoceni: U pacientky ¢. 2 po antibiotické 1écbé doslo k vymizeni

klinickych ptiznaki 1 poklesu hladiny protilatek. Lékai hodnoti stav jako normalizovany.

3.1.3 Pacient ¢.3

Pacient muz vék 77 let v dobré fyzické kondici, sportovniho zalozeni (lyzat), prichazi

na kozni ambulanci v Chebu 22.10.2021 s erytémem migrans velikosti 6 cm. Lékarka
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nasadila Deoxymykoin — 3 baleni. Na kontrolu pozvan 9.11.21 erythem migrans vymizel,

pacient je bez potiZzi.

Tabulka 12: Vyhodnoceni vySetieni pacienta ¢.3 ze dne 9.11.2021.

Datum Stanoveni CLIA Stanoveni Western
blotting
Borrelia IgM Borrelia IgG IgM IgG
Hodnota | Vysledek | Hodnota | Vysledek | Vysledek | Vysledek
(IP) (IU/ml)
9.11.2021 |<0,10 negativni | 59,04 pozitivni

Zdroj: LIS Klinické laboratoti DIA-GON MP, s.r.o. v Chebu.

Hodnoceni laboratofe: serologicky nalez (tabulka 12) prokazuje ucinnost 1écby.

Pretrvavaji anamnestické protilatky IgG. Erythem migrans vymizel.

Po skoro roce a tfech mésicti, dne 26.1.2023 probéhla navstéva pacienta ¢.3 u praktického
1ékate. Pacient ¢.3 pfichdzi s rozsdhlym erythem migrans na stehné. Serologicky nalez
potvrzuje akutni borreliovou infekci. Lékarka nasadila Doxybene a doporucila kontrolu

1.3.2023 a odbér krve (tabulka 13).

Tabulka 13: Vyhodnoceni vySetfeni pacienta ¢. 3 ze dne 1.3.2023.

Datum Stanoveni CLIA Stanoveni Western
blotting
Borrelia IgM Borrelia IgG IgM IgG
Hodnota | Vysledek | Hodnota | Vysledek | Vysledek | Vysledek
IP) (IU/ml)
1.3.2023 > 6,00 pozitivni | 159,50 pozitivni | pozitivni | pozitivni

Zdroj: LIS Klinické laboratoii DIA-GON MP, s.r.0. v Chebu.

U pacienta vymizel erythem migrans do 5 dnt, stéZuje si vSak na Spatnou snaSenlivost

antibiotika a zvraceni.

Hodnoceni laboratote: U pacienta pfetrvavaji specifické borreliové protilatky tiidy IgG

1 IgM. Pacient m¢l pozitivni specifické protilatky v roce 2021. Serologicky nalez svédci
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pro novou borreliovou infekci. Doporucuje se hodnotit serologicky nalez v kontextu

s klinickymi ptiznaky po antibiotické 1éCbé.

Kontrolni navstéva probéhla 3.5.2023 kdy byl proveden i kontrolni odbér krve
(tabulka 14). U pacienta doslo k poklesu hladiny specifickych borreliovych protilatek ve
tf. IgM a zvySuje se hladina IgG protilatek. 10.5.23 nasazen Flukloxacilin 1 baleni
(uzkospektré antistafylokokové ATB). Kontrola naplanovana na 28.6.23 s doporu¢enim

na kontrolni odbér krve.

Tabulka 14: Vyhodnoceni vySetfeni pacienta ¢. 3 ze dne 1.3.2023.

Datum Stanoveni CLIA Stanoveni Western
blotting
Borrelia IgM Borrelia IgG IgM IgG

Hodnota | Vysledek | Hodnota | Vysledek | Vysledek | Vysledek
(IP) (IU/ml)

3.5.2023 2,18 pozitivni | 179,10 pozitivni | pozitivni | pozitivni

Zdroj: LIS Klinické laboratoti DIA-GON MP, s.r.o. v Chebu.

Pti kontrolni navstévé u Iékarky dne 28.6.23 podle laboratorniho vySetteni (tabulka 15)
pretrvavaji protilatky tiidy IgM ve Western blotting a stale vysoka hladina ve tiidé IgG.
Klinické ptiznaky Lymeské borreliozy vymizely. Pacient pii obou atakach negoval klisté.

V soucasné dobé¢ tesi jiné vazné onemocnéni.

Tabulka 15: Vyhodnoceni vySetfeni pacienta ¢.3 ze dne 28.6.2023.

Datum Stanoveni CLIA Stanoveni Western
blotting
Borrelia IgM Borrelia IgG IgM IgG

Hodnota | Vysledek | Hodnota | Vysledek | Vysledek | Vysledek
IP) (IU/ml)

28.06.2023 | 0,62 negativni | 171.90 pozitivni | pozitivni | pozitivni

Zdroj: LIS Klinické laboratoii DIA-GON MP, s.r.o. v Chebu.
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Graf 3: Prehled vyvoje protilatek ve tridé IgM a IgG u pacienta ¢.3 (zdroj: LIS Klinické
laboratori DIA-GON MP, s.r.o. v Chebuy).

%

Zévérecné hodnoceni: U pacienta ¢. 3 prub¢h protilatek ukazuje névrat borreliové

infekce, ktery miize byt zpisoben novym kmenem, nebo nedostatecnou 1é€bou doslo

k reaktivaci borrelidzy.
3.2 Srovnani laboratorniho stanoveni CLIA a Western blotting

Laboratorni diagnostika Lymeské borreliozy v laboratoii DIA GON MP, s.r.o.
je provadéna v souladu s doporuenim Spolecnosti infekéniho 1ékatstvi Ceské 1ékaiské

spolecnosti J.R. Purkyné®, které bylo publikovano v roce 2018 (Krbkova et al., 2018).

Stanoveni zacind vzdy serologickym vySetfenim protilatek proti Borrelia burgdorferi
sensu lato. Tato druhova skupina bakterii zahrnuje kmeny s nejcastéjSim vyskytem
v Evropé. Patti sem Borrelia garinii, ktera Casto byva spojovana s neurologickymi
poruchami, Borrelia afzelii projevujici se nejcastéji koznim postizenim a méné Casto
se vyskytujici Borrelia burgdorferi sensu stricto, kterd postihuje pievazné klouby.

Vysetieni se provadi v obou tiidach IgM 1 IgG (Krbkova et al., 2018).

V ptipadé pozitivity v jednotlivych tfidach je provedena konfirmace metodou Western
blotting. Metodou Western blotting jsou detekovany specifické protilatky
proti konkrétnim antigenim. V pfipadé negativity pii serologickém vySetfeni
v jednotlivych tfidach je nutné dodat doporuceni oSetfujicimu Iékafi, aby hodnotil

vysledek v kontextu s vyvojem klinickych ptiznaku pacienta (Krbkova et al., 2018).
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Z imunologického hlediska se ¢asné IgM protilatky tvoii zhruba 3-6 tydnd po nakaze,
poté hladina v krvi vétsinou klesa. Casto dochazi k manifestni infekci, kde jsou piitomny
IgG protilatky. V kontextu s vyvojem klinickych ptiznakii pacienta pii 1¢écbé je dulezité
zhodnotit 1 pfetrvavaji projevy infekce a v takovém ptipad¢ je doporuceno serologii

opakovat za 3 - 4 tydny (Krbkova et al., 2018).

V této praktické casti mé prace jsem chtéla zhodnotit ptipad pozitivnich vysledki
serologického vysetfeni metodou CLIA, které nejsou potvrzeny testem Western blotting
v letech 2018-2022 (tabulka 16,17). Sbérem dat z laboratofe DIA-GON MP, s.r.0., jsem
chtéla poukazat, ze tato moznost vysledku vySetfeni je mozné a zhodnotit pro¢ miize
nastat tato situace pozitivniho vysledku serologii metodou CLIA, kterd neni potvrzena

Western blottingem (graf 4, 5).

Tabulka 16: Piehled vySetfeni tfidy [gM metodou CLIA a konfirmace metodou Western
blotting v letech 2018-2022.

VySetreni protilatek Borrelia ve tridé IgM
Rok Metoda CLIA Metoda Western Metoda Western
(pocet pozitivnich) blotting blotting
(pocet pozitivnich) | (pocet negativnich)
2018 322 262 60
2019 380 315 65
2020 414 341 73
2021 269 226 43
2022 271 222 49
Celkové mnoistvi
pacientl v letech 1656 1366 290
2018-2022

Zdroj: LIS Klinické laboratoti DIA-GON MP, s.r.o.
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Graf 4: Celkovy prehled pozitivnich vysetieni protilatek Borrlia IgM metodou CLIA na
analyzatoru LIAISON XL a konfirmace u téchto vySetieni metodou Western blotting
v letech 2018-2022 (LIS Klinické laboratori DIA-GON MP, s.r.o. v Chebu).

Tabulka 17: Prehled vysetreni tridy IgG metodou CLIA a konfirmace metodou Western
blotting v letech 2018-2022.

Vysetieni protilatek Borelia ve tiidé IgG

2018-2022

Rok Metoda CLIA Metoda Western Metoda Western
(pocet pozitivnich) blotting blotting
(pocet pozitivnich) | (pocet negativnich)
2018 486 457 29
2019 570 533 37
2020 587 541 46
2021 494 461 33
2022 442 421 21
Celkové mnoistvi
pacientl v letech 2579 2413 166

Zdroj: LIS Klinické laboratoii DIA-GON MP, s.r.o v Chebu.
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Graf 5: Celkovy prehled pozitivnich vysetreni protilatek Borrlia IgM metodou CLIA na
analyzatoru LIAISON XL a konfirmace u téchto vysetieni metodou Western blotting
v letech 2018-2022 (LIS Klinické laboratori DIA-GON MP, s.r.o. v Chebu).

Vyhodnoceni dat poiizené¢ béhem mé bakalarské praxe v klinické laboratoii DIA-GON
MP, s.r.o. v Chebu z LIS vyplyva, ze z celkového vysetieni protilatek ve tfidé IgM
metodou CLIA je v letech 2018-2022 pozitivnich pacientll 1656 (tabulka 16, graf 4). Pti
konfirmaci metodou Western blotting byla z tohoto poctu 1366 potvrzena pozitivita
a u 290 pacientt byl vysledek negativni (tabulka 16). U vySetieni protilatek IgG metodou
CLIA je v letech 2018-2022 pozitivnich pacientii 2579 a z toho byla potvrzena pozitivita
metodou Western blotting u 2413 pacientii a u 166 pacientti byl vysledek negativni
(tabulka 17, graf 5). Z toho vyplyva, Ze metoda CLIA v 17,5% piipadi pozitivnich
ve tidé IgM a z 6,43% ve tfid¢ IgG, vySettila pozitivitu rozdiln€ oproti metodé Western

blotting.

Podle doporuceni vyrobce pro metodu stanoveni protilatek Borrelia IgM, IgG metodou
CLIA na analyzatoru LIAISON XL pro vzorky séra/plazmy jsou stanovena analyticka
specifika testu. Analyticka specifika testu mtizeme definovat jako schopnost testu piesné
detekovat specificky analyt za pfitomnosti potencialn¢ interferujicich latek
ve vySetfovaném vzorku (napt. hemolyza) nebo zkiizen¢ reagujici protilatky. (Pfibalové

letdky od vyrobce DiaSorin Italia S.p.A., LIAISON Borelia IgG, IgM,2023).

Pti pozitivnim serologickém vysledku Lymeské borreliozy, které neni potvrzeno testem
Western blotting, je doporuc¢eno povazovat tento vysledek za pravdépodobné negativni

v disledku falesné pozitivity CLIA. Jednou zmoznosti je =zkfizend reaktivita
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ato v disledku vyskytu protilatek proti riznym infekénim agens jako je naptiklad EBV,
CMV, Mycoplasma pneumoniae, Treponema pallidum, Toxoplasma gondii a dalsi, nebo
pii vyskytu antinuklearnich (ANA) protilatek, revmatoidniho faktoru, a nebo
u polyvaletnich alergiki, které jsou zdrojem zkiizené reagujicich antigennich epitopt.
Existuji také Borrelie (Borrelia recurrentis), které se vyskytuji v dutiné ustni, ale
nezpusobuji multiorganové postizeni jako je Lymeska nemoc, ale rekurentni horecky

(Barttingk, 2013).

3.3 Zhodnoceni sezonniho pribéhu infekce Lymeské borreliozy v letech 2015 az
2017

Pro zhodnoceni sezonniho vyskytu infekce Lymeské borreliozy jsem pouzila data z let
2015 az 2017 poskytnuté béhem mé bakalaiské praxe v laboratofi DIA-GON MP, s.r.o.
v Chebu na odd¢leni Klinické biochemii a imunologii.

Tabulka 18: Pichled porovnani vysetieni Lymeské borreliozy ve tfidé IgM s primérnou
teplotou v roce 2015.

Vysetieni Lymeské borreliozy ve tfidé 1gM v roce 2015
Ctvrtletni zhodnoceni
Pocet vysetieni po mésicich
pramérna Celkem pramérna

mésic negativni | pozitivni |celkem| teplota (°C) vysetieni teplota (°C)
leden 72 14 86 0,1

unor 79 15 94 -1,6 277 0,5
bfezen 82 15 97 3,1

duben 74 15 89 6,4

kvéten 99 17 116 11,2 346 10,7
cerven 118 23 141 14,4

cervenec 128 23 151 18,3

srpen 140 30 170 19,5 497 16,2
zZari 149 27 176 10,9

Fijen 136 21 157 6,5

listopad 103 21 124 5,2 398 5,2
prosinec 99 18 117 3,8

Zdroj: LIS Klinické laboratoti DIA-GON MP, s.r.o v Chebu.
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Tabulka 19: Piehled porovnani vySetteni Lymeské borreliozy ve tiidé IgM s primérnou

teplotou v roce 2016.

Vysetieni Lymeské boreliézy ve tridé IgM v roce 2016

Pocet vySetieni po mésicich

Ctvrtletni zhodnoceni

Celkem Primérna
Meésic Negativni | Pozitivni | Celkem | Primérna teplota (°C) | vysSetieni | teplota (°C)
leden 91 10 101 -1,6
unor 78 17 95 1,2 300 0,5
brezen 85 19 104 1,9
duben 103 14 117 6,2
kvéten 103 17 120 12,1 407 11,3
cerven 148 22 170 15,6
cervenec 161 34 195 17
srpen 200 52 252 15,8 688 15,8
Z4Ki 193 48 241 14,6
fijen 175 46 221 6,5
listopad 146 38 184 1,6 523 2,5
prosinec 96 22 118 -0,6

Zdroj: LIS Klinické laboratoii DIA-GON MP, s.r.o v Chebu.

Tabulka 20: Piehled porovnani vySetieni Lymeské borreliozy ve tiidé IgM s primérnou

teplotou v roce 2017.

Vysetieni Lymeské boreliozy ve tfidé IgM v roce 2017
Ctvrtletni zhodnoceni
Pocet vySetieni po mésicich
Primérna Celkem Primérna

Maésic Negativni | Pozitivni | Celkem | teplota (°C) vysetfeni teplota (°C)
leden 96 20 116 -5,8

unor 92 24 116 0,6 364 -0,1
bfezen 112 20 132 4,8

duben 81 7 88 5,6

kvéten 119 13 132 12,6 363 11,6
cerven 122 21 143 16,7

cervenec 147 27 174 16,9

srpen 193 32 225 16,7 573 14,6
zafi 147 27 174 10,1

fijen 180 28 208 8,8

listopad 145 26 171 2,8 481 3,8
prosinec 83 19 102 -0,2

Zdroj: LIS Klinické laboratoii DIA-GON MP, s.r.o v Chebu.
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Graf 6: Prehled poctu laboratornich vysetieni Lymeské borreliozy ve tride IgM s ohledem
na priumerné teploty v roce 2015-2017 (zdroj: LIS Klinické laboratori DIA-GON MP,
s.r.ov Chebu).

Tabulka 21: Piehled porovnani vySetieni Lymeské borreliozy ve tiidé 1gG s primérnou

teplotou v roce 2015.
Vysetieni Lymeské borreliézy ve tridé I1gG v roce 2015
Pocet vySetieni po mésicich Ctvrtletni zhodnoceni
Primérna Primérna

Mésic Negativni | Pozitivni | Celkem | teplota (°C) Celkem vy$etfeni | teplota (°C)
leden 64 23 87 -5,8

tnor 73 21 94 0,6 278 -0,1
bfezen 81 16 97 4,8

duben 70 20 90 5,6

kvéten 95 21 116 12,6 346 11,6
cerven 116 24 140 16,7

cervenec 120 31 151 16,9

srpen 116 50 166 16,7 493 14,6
zafi 134 42 176 10,1

fijen 134 38 172 8,8

listopad 94 30 124 2,8 413 3,8
prosinec 96 21 117 -0,2

Zdroj: LIS Klinické laboratoii DIA-GON MP, s.r.o v Chebu.
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Tabulka 22: Prehled porovnani vySetteni Lymeske borreliozy ve tridé 1gG s primérnou

teplotou v roce 2016.

Vysetieni Lymeské borreliozy ve tridé 1gG v roce 2016

Pocet vySetieni po mésicich

Ctvrtletni zhodnoceni

Primérna Primérna
Maésic Negativni | Pozitivni | Celkem | teplota (°C) Celkem vysetfeni | teplota (°C)
leden 75 26 101 -5,8
unor 78 17 95 0,6 290 -0,1
brezen 79 15 94 4,8
duben 96 21 117 5,6
kvéten 94 26 120 12,6 407 11,6
cerven 131 39 170 16,7
cervenec 141 54 195 16,9
srpen 131 90 221 16,7 657 14,6
zari 164 77 241 10,1
fijen 164 73 237 8,8
listopad 133 51 184 2,8 539 3,8
prosinec 93 25 118 -0,2

Zdroj: LIS Klinické laboratoii DIA-GON MP, s.r.o v Chebu.

Tabulka 23: Piehled porovnani vySetieni Lymeské borreliozy ve tiidé 1gG s primérnou

teplotou v roce 2017.

Vysetieni Lymeské borreliézy ve tridé I1gG v roce 2017
Pocet vySetieni po mésicich Ctvrtletni zhodnoceni
Primérna Primérna

Mésic Negativni | Pozitivni | Celkem | teplota (°C) Celkem vysetfeni teplota (°C)
leden 94 22 116 -5,8

unor 89 27 116 0,6 363 -0,1
bfezen 99 32 131 4,8

duben 63 25 88 5,6

kvéten 103 29 132 12,6 363 11,6
cerven 112 31 143 16,7

cervenec 131 44 175 16,9

srpen 112 57 169 16,7 518 14,6
zari 127 47 174 10,1

fijen 127 49 176 8,8

listopad 126 45 171 2,8 449 3,8
prosinec 62 40 102 -0,2

Zdroj: LIS Klinické laboratoti DIA-GON MP, s.r.o v Chebu.
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Graf 7: Prehled poctu laboratornich vySetieni Lymeské borreliozy ve tride IgG
s ohledem na priimeérné teploty v roce 2015-2017 (zdroj: LIS Klinické laboratori DIA-
GON MP, s.r.o v Chebu,).

V nasledujicich grafech (graf ¢.6,7) a tabulkdch (tabulka ¢.18,19,20,21,22,23)
je zhodnoceni vySetfeni pacientl na Lymeskou borreliozou v pribéhu let 2015-2017
s ohledem na primérné teploty v téchto letech. Z téchto vysledk je mozné usoudit,
ze onemocnéni Lymeské borreliozy ma sezonni charakter. ZvySeni ¢i snizeni teploty
v daném obdobi mé vliv na aktivitu klist’at. S rostouci aktivitou kliSt’at roste i potencidlni
ptenos infekéniho onemocnéni prendSencho témito parazity. Jednotlivé klimatické zmény
(vykyvy teplot, kratké a mirné zimy, zmény ve srdzkovych tthrnech, sezonnost pocasi aj.)
komplexn¢ ovliviiuji nejen aktivitu klistat, ale 1 jejich hostitele (primarnich prenasecu

patogentl).

Z detailn¢jsiho pohledu a sumarizace vysledki za ctvrtleti (tabulka 24) vyplyva,
ze v letech 2015 — 2017 nejvyssi pocet vysetieni byl proveden ve 3. ¢tvrtleti (Cerven- zaii)
s poctem pro ttidu IgM 1758 vzorkl a pro tiidu IgG 1668 vzorka pii primérné teploté
15,5 °C. Druhym nejvysSim poctem vySetfeni bylo ve 4. cCtvrtleti (fijen-prosinec)
s po¢tem vySetieni pro tfidu IgM 1402 vySetfeni a pro tiidu IgG 1401vySetfeni
v 1. ¢tvrtleti (leden - biezen) s poctem pro tiidu IgM 941 vysSetieni a pro tfidu IgG 931
vySetieni pii pramémé teploté 0,3 °C. Toto Setfeni potvrzuje stanovisko Ceského
hydrometeorologického tstavu, ktery spolupracuje se Statnim zdravotnim ustavem
za podpory Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky, Ze nejvétsi vyskyt aktivity klistat
je v obdobi od bfezna do ¢ervna, s hlavnim vrcholem v kvétnu, druhy vrchol ptichazi

na podzim a trva do piichodu prvnich mrazti (Cesky hydrometeorologicky ustav, 2024).
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Vysledky aktivity klistéte nelze srovnavat s daty pozitivnich onemocnéni, kde hraje
velkou roli také pocet lidi pohybujicich se v danych lokalitdch (turisti), proto moje
zhodnoceni je na zakladé celkového poctu ordinovanych vySetfeni porovnané s ohledem

na prumeérné teploty v daném ctvrtleti roku.

Tabulka 24: Ctvrtletni piehled laboratorniho vysetfeni na Lymeskou borreliozu
s Ctvrtletnimi primérnymi teplotami v letech 2015 — 2017

Vysetieni Lymeské borreliézy | Vysetieni Lymeské borreliozy
o , Y ve tiidé IgM v letech 2015 - ve tfidé 1gG v letech 2015 -
Ctvrtleti v kalendarnim 2017 2017
roce
Pocet Primérné Pocet Primérné
vysetfeni (°C) teploty vysetfeni teploty (°C)
1. ¢tvrtleti (leden- brezen) 941 0,3 931 0,3
2. Ctvrtleti (duben - Cerven) 1116 11,2 720,6 11,2
3. Ctvrtleti (Cervenec- zafri) 1758 15,5 1668 15,5
4. Ctvrtleti (fijen - prosinec) 1402 3,8 1401 3,8

Zdroj: LIS Klinické laboratoti DIA-GON MP, s.r.o v Chebu).
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4 Diskuze

vvvvvv

kdy geografické rozsiteni se kazdy rok zvétSuje. Na moznosti nakazy se také projevuje
vliv zmén klimatu a ohniska nékazy se posouvaji i do vyssich nadmoftskych vysek, kdy
vyskyt aktivity kliStat (vektora) se nachdzi i tam, kde se diive nevyskytoval. Lymeskd

v

borrelioza se tak stala nejéast&jsi infekci prenaenou klistaty v CR.

Mnozstvi laboratornich vySetfeni v Klinické laboratofi DIA-GON MP, s.r.o. v Chebu
se méni béhem roku v zavislosti na klimatickych podminkach. Podle studie o aktivité
klistat vytvorené Ceskym hydrometeorologickym ustavem, ktery spolupracuje
se Statnim zdravotnim tistavem za podpory Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky
sezona aktivity klistat zacina obvykle v bifeznu az v dubnu a snizuje se s poklesem teplot.
Ale 1pfi teplotdich piesahujicich 5°C je mozné se nakazit Lymeskou borreliozou.
Potvrzuje to sumarizace vySetieni ve 3.Ctvrtleti (Cervenec-zari), kdy bylo pro tfidu IgM
v roce 2015 - 497 vySetfeni pti prumérné teploté¢ 16,2°C, v roce 2016 — 688 vySetieni
pii pramérné teplote 15,8 °C a v roce 2017- 573 vySetteni pti primérné teploté 14,6°C.
Pro tfidu IgG pii stejnych pramérnych teplotach bylo v roce 2015 — 493 vysSetieni, v roce
2016 — 657 vysetteni a v roce 2017 — 518 vysetteni. Coz potvrzuji vysledky i z ostatnich
Ctvrtleti kalendainiho roku (tabulka 18,19,20,21,22,23).

Laboratorni diagnostika Lymeské borreliozy neni jednoducha. Za zlaty standart se dnes
povazuje dvoufazové serologické vySetteni specifickych protilatek. V prvni fazi dochdzi
k ur€eni pozitivity ¢i negativity specifickych protilatek tiidy IgM a IgG metodou CLIA.
Druhou fazi pifi pozitivnim ¢i hrani¢nim vysledku CLIA metodou je provedeni
konfirmace Western blottingem. Pomoci sbéru dat z LIS Klinické laboratoie DIA-GON
MP, s.r.o v Chebu jsem prokazala, Ze dochazi k vySetfeni pozitivity ¢i hrani¢nimu
vysledku metodou CLIA, ktera Western blottingem neni potvrzena (tabulka 16,17)
(graf 4,5). Divodem muzou byt napiiklad interferujici latky ve vySetfovaném vzorku
(napt.: hemolyza) nebo zktizené reagujici protilatky. Proto je vzdy dilezité hodnotit
vysledek serologického vySetfeni v kontextu s klinickym stavem pacienta a nastavenou

1é¢bou.

Jednim zcili této prace je také kompletni zhodnoceni pacienta. Na konkrétnich

kazuistikach pacientl je prakticky poukdzano, ze ackoli klinické projevy se mohou lisit,

49



objektivni diagnéza Lymeské borreliozy vyzaduje ptitomnost znamek onemocnéni

podlozené laboratorni diagnostikou specifickych protilatek.

Znalost klinického obrazu, patologie a imunologie Lymeskeé borreliozy je ptedpokladem
pro vhodné pouziti laboratorniho vySetfeni a ureni spravné diagnostiky. Toto vSe vede

k poskytnuti adekvatni 1é¢by pacienta. Borreli

Typicky mechanismus imunitniho Uniku borrelie zahrnuje regulaci komplementu,
antigenni variace a regulace imunitni reakce pomoci povrchovych proteinti. Diky tomu
muze prezit patogen v hostiteli a vyvolat infekéni onemocnéni. Infekce Borrelii
burgdorferi indukuje imunitni odpovéd’ s typickymi ndlezy, jako jsou kozni 1éze
(erythema migrans) az po neurologické piiznaky, postizeni srdce nebo artritida
postihujici velké klouby. Proto detekce protilatek proti Borrelii burgdorferi je v soucasné

dobé laboratorni metodou volby v rutinnim klinickém prostredi.

Zaverem lze dodat, Ze laboratorni pracovnik nevidi pacienta a je ¢asto odkazan na velmi
struéné informace: diagnoza uvedend na privodce. Bohuzel se setkdvame i s ptipady, kdy
uvedena diagndza nema vztah k pozadovanému vysetfeni. Povazujeme proto za ideélni
osobni konzultace (telefonicky kontakt) s klinikem obzvlast€¢ u komplikovanéjSich
pacientl. VE&fim, Ze to je oboustranné obohacujici stav. Dals§i doporuceni z laboratote
zni: sledovat pacienta opakovanym vySetienim, ptedevSim pokud se jedna

o komplikovang;jsi stav.
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5 Zavér

Lymeska borrelioza je multisystémové infekéni onemocnéni, v CR nejcastéji pfenaSené
klistaty rodu Ixodes ricimus. Toto onemocnéni je vyvolané jednim ¢i vice patogennimi

bakteriemi komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato ze skupiny spirochet.

rowr

Teoreticka Cast prace je zaméiena na informace o Lymeské borrelioze. Jedna se o strucny
a komplexni pohled na ptivodce, historii, etiologii, zpiisob pfenosu, patogenezi a klinické
ptiznaky. Také je zde zhodnocen pohled na toto onemocnéni z riznych medicinskych

obort.

V praktické ¢asti jsem se vénovala podrobnému popisu laboratorni diagnostiky Lymeské
borreliozy v Klinické laboratofi DIA-GON MP, s.r.o. v Chebu. Ve své praci uvadim
kazuistiky nékolika pacientt, které ukazuji piinos propojeni laboratorni prace v kontextu
s klinickym posouzenim pacienta a nastavenim spravné antibiotické 1écby. Vysvétluji
divody pro dvoufazové testovani metodou CLIA a konfirmaci Western blotting.
Z vysledkt, které jsem ziskala lze vysledovat zavislost v poctu provadénych vySetieni

s aktivitou klist'at v jednotlivych ro¢nich obdobich v kalendarnim roce.

Na zavér bych chtéla uvést, ze Lymeska borrelidza je 1é¢itelné onemocnéni, piitomnost
prokazanych protilatek neznamena vzdy nemoc a opakovana antibiotickd 1éCba nema
smysl. Tyto poznatky jsou dilezité jak pro diagnostiku Lymeské borreliozy, tak 1 zéroven

pro serologické stanoveni specifickych protilatek.
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10 Seznam zkratek

ACA acrodermatitis chronica atrophicans
ATB antibiotika

ANA antinukleérni protilatka

CLIA chemiluminiscen¢ni imunoanalyza
CNS centralni nervovy systém

CMV Cytomegalovirus

CR Ceska republika

EBV virus Epsteina-Barrové

ELISA enzymatickd imunoanalyza

EM erythem migrans

E.coli Escherichia coli

Ig imunoglobulin

IL interleukin

LB Lymeska borrelioza

LIS laboratorni informacni systém
PCR polymerazova fetézova reakce
TNF tumor necrosis faktor

SzU Statni zdravotni Gstav



