ZAPADOCESKA UNIVERZITA V PLZNI
FAKULTA ZDRAVOTNICKYCH STUDI{

BAKALARSKA PRACE

2024 Stépanka Slivova



FAKULTA ZDRAVOTNICKYCH STUDII

Studijni program: Laboratorni diagnostika ve zdravotnictvi Z21B0195P

Stépanka Slivova

Studijni obor: Laboratorni diagnostika ve zdravotnictvi Z21B0195P

LYMSKA BORELIOZA
A MOZNOSTI JEJi LABORATORNI DIAGNOSTIKY

Bakalaiska prace

Vedouci prace: RNDr. Karel Fajfrlik, Ph.D.

PLZEN 2024



Na této strané se v tisténé verzi nachdzi zadani bakalarské prace.



Na této strané se v tisténé verzi nachdzi zadani bakalarské prace.



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem bakalaiskou praci vypracoval/a samostatné a vSechny pouzité prameny

jsem uvedl/a v seznamu pouzitych zdroju.
V Plzni dne 28.03.2024.

vlastnorucni podpis



Abstrakt

Piijmeni a jméno: Slivova Stépanka

Katedra: Katedra zachranafstvi, diagnostickych obort a vefejného zdravotnictvi
Nazev prace: Lymska boreliéza a moznosti jeji laboratorni diagnostiky
Vedouci prace: RNDr. Karel Fajftrlik, Ph.D.

Pocet stran — ¢islované: 42

Pocet stran — nec¢islované: 19

Pocet priloh: 1

Pocet titult pouzité literatury: 25

Klic¢ova slova: lymska boreliéza, Borelia burgdorferi, klisté, EIA, microblot-array, che-
mokin CXCL13, antibody index

Souhrn:
Toto je struny popis prace, bez cile a popisu metod, s uvedenim vysledku.

Préace prezentuje souhrn soucasnych poznatkti o lymské borelidze. Popisuje pivodce one-
mocnéni, znalosti o kolovani agens v ptirodé, zptisob pienosu, patogenezi a moznou terapii.
Hlavni kapitoly zahrnuji pfehled o moZnostech laboratorni diagnostiky. Predstavuji rutinni
metody 1 ty méné pouzivané. V praci jsou zpracovany a vyhodnoceny laboratorni vysledky
z Oddéleni virologie, sérologie a parazitologie ziskané z FN Plzen v obdobi 6/2022 az

12/2023. Dale jsou podrobné popsany metody pouzivané touto laboratofi.
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Summary:

This paper presents a summary of the current knowledge on Lyme disease. It describes the
causative agents of the disease, the knowledge about the circulation of the agent in nature,
the mode of transmission, pathogenesis and possible therapy. The main chapters include an
overview of the possibilities of laboratory diagnosis. Routine methods as well as less used
ones are presented. Laboratory results from the Department of Virology, Serology and Pa-
rasitology obtained from the University Hospital Pilsen in the period 6/2022 to 12/2023 are
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UvVOoD

Lymska neboli také odborngji feCeno lymeska borelidza je multiorganové onemoc-
néni zpiisobené gram-negativni spirochetou Borrelia burgdorferi. Vektorem v CR je kli§té
rodu Ixodes ricinus. Po prisati klistéte na ¢lovéka je borelie pienesena do téla hostitele.
V Ceské republice jde o jedno z nejéastéjsich onemocnéni zptisobenych bakterii. Borelie na-
padaji klouby, kazi, srdce, o€i ¢i nervovy systém. Komplikace mohou nastat i pfi téhotenstvi.
Pii v€asném objeveni kliStéte a jeho odstranéni je mensi riziko nasledkd zpisobenych lym-
skou boreliézou. V nékterych pripadech miize nemoc piejit do chronické faze s vaznéjSimi
nasledky. Diagnostika lymské borelidézy se opira o metodu ELISA, kterou potvrzuje metoda
Westernblotu. Nejcastéji pouzivame krevni sérum. Je vSak mozné pouzit i punktat ¢i likvor.
Metoda CXCL13 vyuzivé pravé hodnoty likvoru k pozorovani zmén v mozku. Posledni vy-
uzivanou metodou je analytické zhodnoceni tzv. antibody indexu, ktery porovnava pomér

protilatek v krevnim séru a likvoru.
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TEORETICKA CAST

1 HISTORIE

Onemocnéni lymské borelidza dostalo nazev dle méstecka Lyme ve statu Con-

necticut v osmdesatych letech dvacatého stoleti. (1)

ey ee

Buchwald. Jeho popis zahrnoval pojem ,,idiopaticka atrofie ktize* pozdé&ji zvané acroder-
matitis chronica atrophicans (ACA). V roce 1909 popsal Afzelius zanétlivy kozni projev
zvany erythema migrans (EM). V roce 1921 popsal Jessner piipad o pacientovi postizeném
chronickou dermatitidou spojenou s altralgiemi a laryngitidou. O rok pozdéji referovali Ga-
rin a Bujadoux o pfipadu spojeni meningopolyneuritidy a EM. V nasledujicich dvaceti letech
byly ptidany dalsi poznatky k tématu. Bannwarth popsal ptipady spojené s postizenim ner-
vového systému. Zasadni byl vSak nazor Lenhoffiiv, jez poukazal na moznost ndkazy spiro-
chetami pti EM a ACA. Jeho nazor v té dob¢ nikdo nepodporoval, a proto od néj bylo upus-
téno. V Sedesatych letech bylo EM popsano jako samostatné onemocnéni, ale bez potvrze-

ného pivodcee. (2) (3) (4)

Zasadni pralom pftiSel po vyzkumu v osmdesatych letech, kdy byl Steere spolu se
svymi spolupracovniky ve mésté Old Lyme. Zkoumal zde zanétlivé atropatie u 39 déti a 12
dospélych jedinct. U necelych 60 % déti byly popsany piiznaky revmatoidni artritidy s pte-
deslym vyskytem EM. K popisu onemocnéni piispél 1 fakt o vysSim vyskytu klistat rodu
Ixodes dammini v této oblasti. Takto vznikl novy nazev jiz diive objevené nemoci — lymska
nemoc. Zanedlouho poté, v roce 1982, byl objeven ptivodce nemoci: gram negativni bakterie
—spirocheta zvana Borrelia burgdorferi (Bb). Nazev dostala dle svého objevitele, Svycarsko-

amerického védce, Wilhelma Burgdorfera. (2) (3)

V roce 1983 a 1984 piispéli Benach s Ackermannem K pritlomu v prukazu Bb v Krvi

a také k prikazu protilatek v séru pacienti s lymskou nemoci. (2)

Na mezinarodni konferenci, jez se konala v New Yorku v roce 1987 se ucastnici vé-
novali problematice lymské nemoci. Dosli k doporuc¢eni nového pojmenovani nemoci: lym-

ska borelioza (LB). (2)
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V ptvodnim Ceskoslovensku jsou prvni zminky o LB popsany az v roce 1960. Po-
psal je Sedlacek spolu s Dandou. Vénovali se predevsim piiznakiim EM, ACA a vztahem
EM a vyskytem klistéte rodu Ixodes u nas. V nasledujicich tiech letech popsal Doutlik LB a
jeji serologicky prikaz u déti. Zkoumal také jiné klinické projevy LB. V roce 1988 byl

popsan projev postizeni srdce u lidi s onemocnénim LB. (2)

2 ETIOLOGICKA AGENS

Lymskou boreliézu zptisobuji gram negativni bakterie mnoha druhti. U nés, v Ceské
republice, a v jinych evropskych statech se nejcastéji vyskytuje komplex Borrelia burgdor-
feri sensu lato, zatimco tfeba zastupce Borrelie bisetti spiSe v Americe. Jednotlivé druhy

maji také vyssi afinitu k urcitym organtm, které postihuji. (5)

2.1 Borrelia burgdorferi sensu lato (Bbsl)

Borrelia burgdorferi se fadi mezi gram — negativni bakterie. Konkrétné se jedna o
spirochetu o rozmérech 0,2 x 4-30 pum s tenkym, spirdlovitym tvarem. Bbsl zahrnuje vice
nez 11 konkrétné pojmenovanych druht borelii. Pohyb bakterii umoziiuji biciky. Bb ma
okolo 7—-12 biciku. Oproti ostatnim boreliim, jako napiiklad B. recurrentis (15-20 biciki)
jich ma méné. Biciky jsou cca. 12 nm silné a jejich lumen je vyplnén dieni zvanou vnitini
flagelin. Bic¢iky se obtaci kolem téla borelie a vychdzeji z bazalnich diskd. ,,Bunécna sténa
borelie se skladé ze tii vrstev a to: vnitini peptidoglykanové, stiedni lipopolysacharidové a
vnéjsi lipoproteinové™ (Bartiin€ék 2013 s. 21). Stiedni a vnéjsi vrstva je dvouvrstevna, kdezto
vnitini je pouze jednovrstevnd. Uvnitf povrchové membrany dochdzi k posunu proteint a
glykosaminpeptidi, které pomahaji borelii pfi interakcich v téle hostitele. Cytoplazmaticka
membrana a membrandzni obal jsou od sebe oddéleny protoplazmatickym prostorem. N&-
kdy muze cytoplazma a vn&jsi obal tvofit vybézky. Nékteti autoii uvadeéji, ze pti vysunuti
téchto vybe&zkil jsou vylucovany vezikuly obsahujici plasmidovou deoxyribonukleovou ky-
selinu (DNA). (1) (2)

Borelie roste in vitro na Barbourové-Stoenerove-Kellyho ptdé 12—14 hodin. Je uda-
vano, Ze in vivo roste bakterie 6—12 hodin. Matef'ska burika se rozd¢€luje pti¢n€ nebo podélné
V misté zvaném septum (mesozom). ,,Délici se borelie ztraci polovinu bi¢ikd. Disky a hacky
zustavaji zachovany pro dcetfinné buiiky, ze kterych vyrostou bi¢iky nové, uréené k pohybu.“

(Bartiingk 2013 s. 22, 23) (2)
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Bbsl se 1isi nejenom svym genotypem, ale také fenotypem. Vyskytuji se u nich riizné
antigenni determinanty. Mezi hlavni vySetfované antigeny patii takzvané Outer surface pro-
teins (Osp). Mame razné druhy antigend napi. OspA, OspC, OspE, OspF. Diky témto anti-
gentim byla zjiSténa variabilita jednotlivych Bbsl. Spirochety maji také vlastni regulacni
geny — borelia direct repeat. Tyto geny neovlivni ani 1é¢ba antibiotiky ani pfitomné proti-
latky v téle hostitele. U Bb byla diky elektroncytochemické technice prokdzéana téliska, ktera

pomabhaji borelii pieZit v nepfiznivém prostiedi. (2)

3 PATOGENEZE
Lymskou boreliézu ptenaseji klistata, ktera jsou infikovana boreliemi. Klisté je pro
borelii pouze takzvanym mezihostitelem, ve kterém se borelie vyviji. Nasledné se dostavaji

do téla hostitele (zvife, ¢lovek), kterého infikuji. (6)

3.1 Klistata

Klist'ata se morfologicky tadi do skupiny pavoukovci. V podrobnéjsim zoologickém
déleni spadaji klistata mezi roztoce. Klistata maji tvrdé télo tvorené chitinem. U klistat je
rozliSovan pohlavni dimorfismus. Samicky jsou vyrazn& vétsi a dosahuji velikosti kolem
5 mm, samecci jsou o néco mensi. Klisté vyhledava svého hostitele diky specialnimu smys-
lovému orgéanu. Halleriv orgdn je umistén na konci ptfednich koncetin. ,,Dokaze zachytit
mechanické, tepelné, a chemické podnéty, coz dava klistéti signal k vystoupani a pfichyceni
na takovyto zdroj.“ (Kimming 2003 s. 10) Diky tomuto faktu mizeme vyloucit domnénky
mnoha lidi, Ze klistata skacou na své hostitele ze stromii apod. Poté, co si klisté najde vhod-
ného hostitele, pouzije tzv. chelicery k protrzeni kuize hostitele. K piisati dochazi bodacim
ustroji (hypostomu). Hypostom ma po celém obvodu hacky, diky kterym se klisté zachyti
Vv pokozce. (7)

Klistata za svlij Zivot projdou tfemi vyvojovymi stadii: larva, nymfa a dospély jedi-
nec (imago). Pti kazdé preméné dochazi k takzvanému svlékani, odstranéni ,,starych* blan.

V dospélosti saje pouze samicka. Samec je preduréen pro rozmnozovani. (7)

Klistata miZeme rozlisit podle poctu jejich hostiteld. Vyskytuji se klist'ata s jednim,

dvéma ¢i tremi hostiteli. V nasi zemi se vyskytuji klistata, kterd vystiidaji za svij Zivot
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3 hostitele. Nejprve napadne larva svého prvniho hostitele. Nasledné faze predstavuje zahra-
bani pod zem. Pii tom se larva svléka a preménuje v nymfu. Nasleduje opét proces svlékani,

aby se nymfa mohla stat dospélym jedincem. (7)

3.1.1 Vyskyt klist’at
Klistata se vyskytuji ve vlhkych oblastech Jsou pro né typické oblasti hustych lesti a

vysokych travnatych usekl. Vyssi vyskyt klist’at najdeme, 1 diky vlhkosti, kolem ek a v mo-
kiadech s porostem kapradin. Jednotliva stadia klistéte se vyskytuji v riiznych nadmotskych
vyskach. Larvy se nejvice vyskytuji pii zemi do vysky 10 centimetrii, kviili potfebné vlh-
kosti. Napadaji tak zvifata, kterd se v této vySce pohybuji-napiiklad nornik rudy. Nymfy
,»VyCkavaji“ na své hostitele na rostlinnych porostech do celkové vysky 50 cm. Pfichycuji se
na veverky nebo jezky. Dospély jedinec se mlize vyskytnou az ve vySce 1 metru. Proto mize
napadnout hospodarska zvitata ¢i tfeba srnky. Pro vyskyt klistéte u nas byva udavana hranice
osmi set vyskovych metrti. Tato hranice mize byt v dnesni dob¢ jiz mylna, jelikoz byla data
potizovana v ptivodnim Ceskoslovensku. (1) (7)
3.1.2 Prisati kliStéte

Kliste vyckava na svého spravného hostitele. Poté se prichyti na idealni misto pro
sani na t€le hostitele. Nasledné protrhne kizi, pfichyti se diky hypostomu (viz vyse) a za¢ne
se provrtavat sténou epidermis do hlubsich vrstev. Kl1isté€ zaroven vypousti do téla hostitele
sve sliny, které pomahaji klistéti, aby se udrZel na hostiteli. Maji ale také zasadnéjsi vyznam.
A to, Ze dokazou utlumit jakoukoliv obranou reakci hostitele. Blokuji tak funkci komple-
mentu nebo neutrofill, které se jinak Gcastni v obranné imunitni reakci proti cizim patoge-
nim. Zabranuji také pocitu svédeéni v pokozce, které by nas jinak upozornilo na pfitomnost
ciziho patogena v naSem téle. To vSe napomaha kliStéti v dlouhém a klidném séani bez reakce
hostitele. V této dob¢ se piesouvaji spirochety ze stiev klistéte do jeho slinnych Zlaz, odkud

se dostavaji do krevniho ob&hu ¢loveka ¢i jinych zvitat. (7) (8)

3.1.3 Prenos borelii
Pienasedem Bb je klisté rodu Ixodes. V Ceské republice pienasi LB klist& rodu Ixo-

des ricinus (klist€ obecné). ,,Ixos fecky znamena lepidlo, klih. “ (Kimming 2003 s. 11) Ixo-

des ricinus se vyskytuje v Evrop€, na Blizkém vychodé¢ a také v ¢asti Severni Afriky. (1) (2)
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Obrazek 1: Ixodes ricinus

#
Wy &
Wl

Zdroj: Kolafova Libuse, 2020, str.240

Borelie rostou a prodélavaji vyvoj ve streve klistéte. Pro jejich prechod do slinnych
zlaz klistéte a nasledny prechod do téla hostitele, je zapotiebi splnéni mnoha podminek. Na-
ptiklad pH kolem 7 a zména teploty. Udava se proto, ze pouze 1/3 klistat nakazenych bore-
liemi je schopna infekei predat dal. Je to dano také tim, ze u klistat, ktera byla boreliemi
nakazena, nachdzime nefunk¢ni az rozpadajici se stievni buniky, které brani delSimu pteziti
klistéte. Pro preziti borelii jsou dulezité takzvané Osp proteiny. Tyto proteiny se vyskytuji
V bunécné stén¢ a pomahaji bakterii ptezit. Mezi nejvyznamnéjsi proteiny patii OspA a
OspC. Protein OspA umoznuje boreliim prichytit se v zaZivacim traktu klistéte k jeho epite-
lidlnim bunkam. Spirochety jsou schopny piejit ze zazivaciho traktu do hemocoelu diky pro-
teinu OspC, ktery mlze vazat saveéi plasminogen. Nasledné dochazi k pomnozeni spirochet

a projeveni infekce v téle savce. (1) (2) (3) (9) (10)

3.1.4 DalSi nemoci prenasené kliSt’aty
Mezi nemoci, které kliSt'ata pfenaSeji nepatii jen lymska borelioza. Tato skupina za-

hrnuje celou Skalu onemocnéni. (7)

Mezi jedno z nejcastéjsich virovych onemocnéni se fadi klistova encefalitida. Toto
onemocnéni je zplsobeno virem klistové encefalitidy. Existuje také tzv. Ruska jaro-letni
encefalitida, kterd ma tézsi prib¢h nez klasicka encefalitida. Dal$i virové onemocnéni je

modifikované dle mista vyskytu tohoto onemocnéni (Skotsko, Colorado, Kjasanursky les).

@)

Dalsi skupinou jsou onemocnéni bakterialniho piivodu. Sem patii napiiklad Q — ho-
recka zpusobena Coxiellou burnetii. Znaméjsi nemoci se stala erlichioza zplsobena gram-

negativni bakterii Erlichie. (Dnes pouzivany novy nazev: Anaplasma phagocytophilum). (7)
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3.1.5 Riziko nakazy
Riziko nédkazy klistétem je védecky prokazano, pokud sani klistéte trvd minimalné

24 hodin. Je proto vhodné se po navstéve prirody vecer preventivné prohlédnout a snizit tim
riziko infekce. Nejcastéji napadaji klist'ata vétsi savce a ptaky. Mohou ale také napadat 1
mensi hlodavce. Clovek, jakozto hostitel, je pro borelii pouze slepym ¢lankem. (2) (3) (8)

(11)

4 KLINICKY OBRAZ

Klinicky obraz u LB byva velice pestry. Jelikoz se jedna o multisystémové onemoc-
néni, mize borelie napadat mnoho organd. Spoleénym znakem byva prvotni erythema mi-

grans. Vyvoj onemocnéni a jednotlivé projevy budou nasledné popsany. (11)

4.1 Stadia

Borelidza se u pacienta muze projevit ve tiech ¢asovych stadiich. Casné lokalizo-
vané stadium, ¢asné diseminované stadium a pozdni stddium. Stadia se vyznacuji charakte-

ristickymi projevy pro jednotlivé faze onemocnéni. (10)

4.1.1 Casné lokalizované stadium
Casné lokalizované stadium zahrnuje prvotni nalez erythema migrans. Skvrna ma

velikost okolo 5 centimetr a vyskytuje se na téle v misté ptisati klistétem. Prvni EM se
vyskytuji v fadu 3-30 dni. Skvrny mohou migrovat a vyskytovat se kdekoliv na téle, proto
oznaceni migrans. K dal§im ptiznakiim spojenych s LB patii zvySena teplota, inava, bolest

hlavy, bolest svali a jiné projevy. (10)

Jelikoz vzdy nedochazi k vyvinuti EM, mohou se u ¢lov€ka projevit jen vysSe zmi-
néné vedlejsi priznaky. Tyto pfiznaky se vyskytuji u celé fady jinych onemocnéni, proto je
tézké borelidzu diagnostikovat v prvotni fazi onemocnéni. Dal§im divodem muze byt pre-

hlédnuti pfisatého klistéte, které je nasledné divodem infekce. (1) (4) (12)

4.1.2 Casné diseminované stadium
Casné diseminované stadium nastava jeden az Ctyii mésice po piisati klistétem. Bo-

relie jsou diseminovany celym télem a napadaji hlavné nervovy systém, srdce a klouby. Tato
faze onemocnéni nastava, pokud u nemocného dfive neprobéhly zddné projevy nemoci ¢i
pokud nebyla nemoc v prvotnim stadiu spravné zalécena. Déle se mohou objevit i dalsi EM

po téle. Vzacnéji dochazi k projeviim tzv. boreliového lymfocytomu. Jedna se o maly pupen
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vznikajici na uchu, nosu, bradavce a jinych ¢astech téla, a to pfevazné u déti. Ma cervenou

az fialovou barvu a roste do velikosti 5 milimetrt. (1) (12)

4.1.3 Pozdni stadium
Pozdni stddium nastava po meésicich az letech prvotni infekce. Dochazi tak k pte-

chodu do trvalého stadia poskozeni organismu. Divodem je nevyléceni piedeslych stadii
infekce vc€as a poradné. Nemocni pocituji extrémni tinavu a dochazi k poskozeni organt.
Revmatoidni poruchy se projevuji bolestmi a otoky ramen a kloubti. Pacient miize dostat
zanét osrde¢niku nebo miize trpét neurologickymi poruchami. Pacienti maji problém se
spankem a paméti, brni je koncetiny nebo je neciti viibec. Mezi kozni projevy pozdni faze
patii acrodermatitis chronica atrophicans (ACA). ACA se vyskytuje na distalnich ¢astech
koncetin, na trupu nebo 1 na obliceji. Jedna se o kozni projev LB. Pokud je neléceny, dochdzi

k modrému zabarveni kiize a mtze dojit az k chronické atrofii nebo fibroze. (13) (10)

4.2 Kozni projevy

Kozni projevy lymské borelidzy jsou charakteristické pro vSechna jeji tfi stadia.
V prvnim stadiu se nejcastéji vyskytuje erythema migrans. V diseminovaném stadiu byva
projev boreliového lymfocytomu jinak zvaném lymphadenosis benigma cutis. V pozdnim
stadiu byva projev nejcastéji formou acrodermatitis chronica atrophicans. Ackoliv se ACA
vyskytuje az ve tfeti f4zi onemocnéni, byl tento kozni projev prvné popsédn dermatologem

Buchwaldem v roce 1883. (1) (2) (12)

4.2.1 Erythema migrans
Erythema migrans patii mezi nejéastéjsi kozni projevy lymské boreliézy. Udava se,

Ze u vice nez poloviny pacientli nakazenych borelii byl EM zaznamenan. EM je mala makula
¢i papula, ktera se projevi v misté prisati klistéte. Skvrna je zpoc¢atku minimalisticka, muze
se vsak rozsifit az do velikosti nékolika centimetrd. V centralni ¢asti mize dojit k vyblednuti
mista pfisati kliStétem. Oznaceni migrans vzniklo z divodu sekundéarni migrace skvrn, které
se mohou projevit v dal$ich stadiich onemocnéni. Dle klinického dé€leni rozlisujeme EM na
tii zakladni typy. (1) (12)

1. Anularni EM - tento typ EM ma syt¢ Cerveny lem a po okraji skvrny s hladkym

povrchem. Jelikoz dochazi k zahojeni rany uprostied, vznik4 zde centralni vy-
bled.
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2. Homogenni EM — Homogenni EM ma po celou dobu vyskytu Cerveny vzhled
op¢t s hladkym povrchem. Muze se Sifit do okoli a postihnout napiiklad celou

distalni ¢ast dolni koncCetiny. Nemusi se ale Sifit viibec.

3. Tercovité EM - dostalo nazev dle svého specifického uspotfadani vzhledu terce.
Dochazi ke sttidani tmavé a svétle Cervenych kruznic, mezi kterymi se vyskytuji

pruhy zdravé kuze.

Obrazek 2:Erythema chronicum migrans

Zdroj: https://dermnetnz.org/topics/erythema-migrans-images

EM byva doprovazeno vedlejsimi pfiznaky nemoci (popsano vyse). Vlastni projev EM neni
nijak specificky. U jedinci mize dochazet ke svédeéni kiize ¢i je zvySena citlivost v misté
vyskytu EM. Diagnostika EM neni jednoducha, jelikoz se vyskytuje fada onemocnéni, ktera
se projevuji podobnym vzhledem jako EM. Muzeme sem zafadit naptiklad klasické bodnuti
hmyzem nebo fixni 1ékovy exantém. Podle anamnézy, epidemiologické situace a klinického
obrazu stanovujeme diagnozu. Nelé€ené EM vymizi béhem 2—4 tydni, 1é€ené béhem néko-

lika dni. (1) (12)

4.2.2 Lymphadenosis benigma cutis
Lymphadenosis benigma cutis neboli boreliovy lymfocytom je typicky projev druhé

faze onemocnéni LB. Jedna se o papulu s hladkym a lesklym povrchem. Ma barvu pte-
chodné od tmavé Cervené az k fialové. Velikostné méfi od nékolika milimetrd az po 5 cen-
timetrti. Nejcastéji jej nachazime u déti v raném case po infekcei kliStétem. Vyskytuje na us-

nim boltci, $pi¢ce nosu nebo na dvorci prsni bradavky. Pti diagnostice lymfocytomu musime
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opét zvazit projevy jinych onemocnéni, aby nedoslo k chybné diagnoze. Napitiklad histiocy-
tom (plocha papula hnédé barvy), hemangiom (mékka papula cervené barvy) ¢i jiny kozni

nador. Diagnéza je uréena histologickym nalezem spoleéné se serologickymi testy. (2) (12)

4.2.3 Acrodermatitis chronica atrophicans
Acrodermatitis chronica atrophicans je typickym projevem tieti faze onemocnéni.

Nastéava roky po prvotni infekci klistétem. Vyskytuje se na extenzorovych partiich rukou a
nohou v okoli kloubt. Na dolnich kon¢etinach se vyskytuje na nartech a kolenou. Na hornich
koncetinach je jeho vyskyt popsan nejcastéji nad lokty a na hiebenech rukou. Zatim nebyl
popsan vyskyt na dlanich ani ploskach nohou. V prvni fazi dochézi k zanétu kize. Kize ma
tmavé Cervenou az lividni barvu edémovité konzistence. Po ukonceni zanétlivé faze se klize
meéni v atrofickou. Dostavame kazi vzhledu zmackaného cigaretového papiru bez piitom-
nosti elastickych vlaken a dilataci cév. Diagndza je hodnocena podobné jako boreliovy lym-
focytom dle serologického a histologického vySetteni. Musime zde také zvazit jina onemoc-

néni jako prostou senilni atrofii kiize ¢i lokalizovanou sklerodermii. (1) (2) (12)

42.4 Lécba
Lécbu zahrnuji antibiotika podana per os. Nejcastéji doxycyklin 200 mg/den. U men-

Sich déti amoxicilin 20 mg/kg. V ¢asné fazi podavame antibiotika 10—14 dnu, v disemino-
vaném stadiu od 20 do 30 dnt. (2)

4.3 Revmatoidni projevy

Revmatoidni projevy pifi onemocnéni lymské borelidzy nazyvame lymska artritida
(LA). Pod timto pojmem si miiZeme piedstavit celou Skalu onemocnéni kloubl. Mezi nej-
Cast&jsi patfi artralgie a artritida. Mezi dal$i zanétliva onemocnéni pohybového aparatu
patii zanéty Slach (tendinitidy), apont (entezitidy), kloubnich pouzder (kapsulitidy) a svala
(myozitidy). LA nastava ve druhém a tretim stadiu LB. Jednotlivé typy borelii maji rtizno-
rody vyskyt po celém svété. V USA je LA diagnostikovana Castéji, jelikoZ je zde vyssi vy-
skyt Borrelia burgdorferi sensu stricto, ktera ma vyssi afinitu ke kloubtim. Zatimco v Evropé
se vyskytuji spiSe druh B. garinii, ktera zptsobuje neurologické projevy ¢i B. afzeli, ktera je
zodpovédna za kozni projevy LB. Statistiky uvadéji ze ¢etnost LA v Evropé ¢ini 15 %. (2)

1)

4.3.1 Patogeneze
Lymska artritida je zptsobena dvéma ciniteli. Jednak pfitomnosti samotné borelie

Vv téle hostitele a za druhé sekundarni reakci hostitele. Jak uz bylo feeno, zalezi na druhu
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borelie, jez infikuje hostitele a naslednym projevem. Jako prvni jsou boreliemi rozpoznany
receptory pro prichyceni na endotelové buniky hostitele. Dllezitou roli pro borelie hraji cu-
kerné slozky proteoglykanu, chondroitinsulfat, kolagen a dalsi. VSechny tyto slozky se vy-
skytuji v pohybovém aparatu, kam jsou borelie schopny se na molekuly jednotlivych slozek
navazat. Aby se zaCaly projevovat patogenni zmény kloubti, musi pfijit borelie do kontaktu
s endotelovou bunkou v kapilarni siti, kterd probiha pod synovidlni membranou. Nasledné
musi dojit v tomto misté k aktivaci leukocytl. Borelie jsou poté schopny aktivovat riizné
procesy, naptiklad produkci cytokint, které pak vedou k poruSeni cévni stény. Jakmile je

cévni sténa porusena, borelie mohou voln¢ pronikat do dalSich ¢asti téla hostitele. (1) (2)

4.3.2 Klinické projevy
Klinické projevy kloubniho postizeni mizeme rozd¢lit do dvou skupin, dle ndlezu

zanétlivého loziska ¢i bez néj (idiopaticky vznik). Obé postizeni se vyskytuji ve druhé a tieti

fazi onemocnéni a mohou piejit az do chronického stavu. (2)

4.3.3 Artralgie
Artralgie je bolest kloubu a kosti, ale také tieba patete, bez jasného patogenniho na-

lezu na kloubu ¢i v jeho okoli. Tato bolest je asto migrujici a vznika ve druhém a tfetim
stddiu LB. Nemusi se vzdy jednat jen o bolesti kloubtl, ale miize dochézet i k bolesti svaltl
(myalgie). Bolesti se mohou objevovat v riznych ¢asovych intervalech a mohou mit ruzny
charakter. Mohou trvat od fadu hodin az po nékolik tydni. Mezi cykly bolesti mohou byt
mesicni pauzy. Bolesti mohou byt u jednotlivych jedinct riznorodé. Mohou byt pichlavé
nebo naopak tupé, palivé ¢i ostré. Velmi Casto je spojena artralgie s inavou jedince. U vy-
branych jedincl, mize dojit inava az do faze neschopnosti béZného fungovani v Zivoté.

Mezi dalsi projevy patii slabost, horecky nebo no¢ni poceni. (1) (2)

4.3.4 Artritida
Artritida pfedstavuje kloubni zanét s viditelnym otokem, synovialni reakci, pii které

dochazi ke ztlusténi kloubniho pouzdra a zmnozeni nitrokloubni tekutiny. Artritida zpravi-
dla navazuje na predeslé muskuloskeletalni bolesti. Jak uz bylo feceno, artritida se vyskytuje

castéji v USA nez v Evropé. Jeji vyskyt v USA se udéva u vice nez poloviny nakazenych

wev

Artritidu mtzeme rozdélit do dvou podskupin. Monoartritida postihujici pouze jeden
kloub, zatimco oligoartritida zpravidla 2-4 klouby. Typickym piikladem monoatritidy mu-

zeme uvést kolenni kloub. Charakteristicky je pro né&j velky vypotek, zplisobeny pfitomnou
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cystou. Tato cysta mize pozdéeji prasknout, a tim dojde k vyliti synovialni tekutiny do pro-
storu. Artritida postihuje také velké klouby. Typickym ptikladem muize byt zanét ramenniho

kloubu nebo syndrom karpalniho tunelu. (2)

Po né¢kolika mésicich az letech se mtize u jedincti vyskytnou znovu infekce oznaco-
vana jako chronicka artritida. Definice dle védct v USA je takova, Ze chronickd atritida je
onemocnéni nejcastéji jednoho kloubu, které trva rok i pfes 1écbu pacienta antibiotiky
(ATB). Pri¢inami muze byt predesly kloubni zanét nebo autoimunitni proces. Pokud se jedna
0 pacienty s autoimunitnim problém, oznacujeme tyto pacienty jako pacienty rezistentni na
1é¢bu. Pokud bychom testovali jejich kloubni prosttedi, nenajdeme zde piitomnou DNA bo-
relii. Dale se mizeme setkat s pacienty, ktefi nereaguji na 1écbu ATB. Ti jsou nositeli spe-
cialniho antigenu HLA-DRB1 *0401 nebo 0101. (1) (2)

4.3.5 Diagnostika
Diagnostika se opira o klinicky obraz, ke kterému se pfidavaji informace o pobytu

jedince v pfirodé. Dopliiujicim vySetfenim je serologicky prikaz protilatek enzymuimunoa-

nalyzou (ELISA), doplnénou o metodu Westernblot (WB). (1) (2) (9)

43.6 Lécba
Lymska artritida je 1é¢ena doxycyklinem 2 x denné po 100mg. Pii alergii podavame

amoxicilin 3 x 500 mg za den nebo cefuroxim 2 x denné 500 mg. Vse je uzivano po dobu

minimalné 28 dni. (2)

4.4 Kardialni postiZeni

Kardialni postizeni, je onemocnéni srdce. Pod timto ndzvem si mizeme piedstavit
mnoho chorob. Mlizeme uvést naptiklad poruchy srde¢niho rytmu, zanéty myokardu nebo
perikardu. VSechny tyto choroby jsou spole¢né pro bézné srde¢ni choroby, ale také pro po-

stizeni srdce, zpusobené boreliemi (lymska karditida). (1)

4.4.1 Lymska karditida
Lymska karditida (LK) se objevuje v asném diseminovaném stadium mezi druhym

tydnem az 5 mésici po prvotni infekci. Je udavano, Ze v Americe je vyskyt LK pfiblizné 1x
vétsi nez v Evropé. Mezi rysy charakteristické pro LK patii sinokomorova blokada a rychle
se ménici zmeény blokady levého a pravého Tawarova raménka. Sinokomorova (atrioventri-
kularni) blokada je zplisobena prodlouzenim nebo dokonce ztratou vedeni vzruchu mezi si-
némi a komorami srdce. Projevy blokady plisobi na jedince unavou, zavratémi nebo pocitem

na omdleni. K dal§im ¢astym kardialnim postizenim patii tachykardie (zrychleny srdeéni
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rytmus) nebo komorové arytmie (poruchy srde¢niho rytmu). Arytmie se u jedincti projevuji
nepiijemnym pocitem silného buseni srdce. Jako dalsi miizeme uvést zanéty myokardu nebo

perikardu, které se projevuji hlavné dusnosti. (1) (2) (3)

4.4.2 Diagnostika lymské karditidy
Diagnéza LK neni jednoznac¢nd. Nastésti berou lékaii LK v potaz, pfi rutinnich sr-

decnich vysetfenich, zvlasté pokud ma pacient negativni anamnézu. Diagnostika zahrnuje
serologické vysetieni protilatek proti Bb metodou ELISA, potvrzenou metodou Westernblot,
Nasleduje primy prukaz Bb v myokardu a kardiologické vysetfeni. Mezi regulérni kardiolo-
gickad vysetieni patii elektrokardiografie. Sleduje se ptipadna porucha tvorby a vedeni vzru-
chu. Dale mizeme uvést naptiklad rentgenové vySetfeni hrudniku. Cela diagnostika je dopl-

néna o dalsi laboratorni vysetfeni vylucujici jiny ptivod srde¢niho onemocnéni. (1) (2)

4.4.3 Lécba lymské karditidy
Lécba LK je soucasti 1é¢by LB. Uzivaji se antibiotiky, nej¢astéji doxycyklin 2 x 100

mg/den po dobu 2-3 tydnut. Pti vys$Sim stupni postizeni je vhodny penicilin G 3 x 3 g/den
intravendzné 2-3 tydny podavany. Jednotlivé symptomatické postizeni srdce je 1éCeno indi-
vidualn¢ dle onemocnéni. Symptomatické blokady se 1é¢i pomoci pomocné kardiostimulace.
Asymptomatické blokady a tachyaritmie jsou monitorovany kontinualné pomoci elektrokar-
diografie. (1) (2)

4.5 Postizeni oka

Postizeni oka neni pro onemocnéné LB tplné typické. MiiZe se ale vyskytovat ve
vSech tiech stadiich onemocnéni. Diagnéza je velmi komplikovana, jelikoz rozliSeni posti-

Zeni oka u LB a jina o¢ni vada je téméf nemozné. (2) (14)

Konjunktividita neboli zanét spojivek se vyskytuje v casném diseminovaném stadiu
LB. Pacienti maji neustaly takzvany ,,pocit pisku v ocich®. Dale je konjuktividita charakte-

rizovana tlakem v oku, nadmérnym slzenim nebo svétloplachosti. (14)

Dalsi postizeni oka se nazyva keratitida neboli onemocnéni rohovky oka. Borelie
zpusobuji bakterialni keratitidu. Jedna se o typ hluboké keratitidy, ktera postihuje stroma
rohovky. (14) (2)

Uvea neboli zivnatka je prokrvena vrstva oka tvofena tfemi ¢astmi: duhovkou, fas-
natym téliskem a cévnatkou. VSechny tyto ¢asti mize postihnout zanét pii boreliéze ozna-

Covany uveitida. Nej¢astéji se uveitida projevuje jako tupa bolest oka, ktera mize piechazet
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do okoli. Uveitida mize byt prvni projev LB, proto by na ni méli 1ékati upozornit pii nevy-

svétlitelnych pti¢inach zanéti Zivnatky. (14) (1)

4.6 Lymska boreliéoza v téhotenstvi

U téhotnych byva riziko infekce Bb vyssi, jelikoz je jejich imunitni systém oslaben.
Prvné byly spekulace o vertikalnim pfenosu Bb uvedeny v roce 1983, nebyly vSak potvrzeny
testy. Prvni potvrzeny piipad byl popsan v roce 1985. 28leta rodicka porodila ve 35. tydnu
po projeveni EM v prvnim trimestru. Po porodu se ji projevily ptiznaky onemocnéni LB.
Dit¢ nicmén¢ nezemiclo na infekci Bb, nybrz na srde¢ni vadu. Pfi pitvé byly nalezeny spi-
rochety v kostni dfeni a ve slezing, nikoliv vSak v srdci. V roce 1988 publikoval Weber pfi-
pad pacientky, ktera byla infikovana Bb a méla projev EM v prvnim trimestru. I po pieléceni
penicilinovymi ATB doslo k pfenosu Bb na plod. Dité bylo porozeno v terminu s normalni

vahou. Po 23 hodinach dité zemtelo na poskozeni mozku. Pfi pitvé byl potvrzen nalez Bb

v mozku. (2) (15)

Diagnoéza v tehotenstvi je rizna dle faze t€hotenstvi. V prvnim trimestru téhotenstvi
bychom méli byt schopni prokazat Bb v chorionovych klcich histologicky, metodou PCR
nebo elektronovou mikroskopii. Dale pfi testovani plodové vody, by méla byt infekce plodu
pozitivni. Nasledn¢ v pupecnikové krvi pted, ale hlavné po porodu bychom diky serologic-

kym metodam méli byt schopni nalézt pozitivni prikaz borelii. (2) (15)

Té¢hotné, jez zaznamenaly piisati kliStéte na svém téle, by mély dbat na dikladné
pozorovani svého téla. Pokud by doslo k projeveni infekce, mély by se ihned obratit na svého
l¢kare. Lékar by mél nasadit antibiotika vhodna pro téhotné. Nejcastéji se uziva amoxicilin

po dobu ¢trnacti dnti. (2) (14)

4.7 Neuroborelioza
Neuroborelioza je trochu odlisnd od ostatnich organovych postizeni, zptisobenych
boreliemi. V praktické ¢asti ji budu také vénovat vice pozornosti, a proto bude popséana v sa-

mostatné kapitole.

4.7.1 Uvod
Neuroborelioza (NB) je postizeni nervl zpiisobenych boreliemi. Incidence NB se

udava mezi 10-40 % pacientd s LB. V Evrop¢ je NB nejcastéji zptisobena Borrelii garinii.
U d¢ti se neuroborelidza nejcastéji projevuje jako periferni obrna licniho nervu. K obrné

licniho nervu se muze pojit kranialni neuritida, zptisobujici riznoroda postizeni mozkovych
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nervi. U dospélych je nejcastéjsim projevem Garin-Bujadoux-Bannwarthiiv syndrom. Jedna
se 0 meningopolyradikuloneuritidu, vyznacujici se silnymi neurdlnimi bolestmi podming-
nymi zanétem misnich kofenii a mozkomisnich plen. DalsSim projevem miize byt asepticka
meningitida. Klinické projevy jako hore¢ka nebo meningitida se ¢asto nevyskytuji, naopak
se mohou vyskytnout obrny hlavového nervu licniho a statoakustického, které¢ mohou skon-

¢it az u kompletni parézy koncetin nebo mozkovych nervu (2) (3) (16) (17)

4.7.2 Stadia neuroboreliézy
Projevy NB se objevuji v diseminovaném stadiu. Po piekonani hematoencefalické

bariéry se borelie dostavaji do krve a nervového systému, ve kterém poskozuji neurony a
glie. Mozkomisni pleny, obaly mi$nich kofend a drobné cévy jsou postizeny primarné po-
hybem borelii v mozkomisnim moku a nasledné zptisobenym edémem se zhorSujicim se
krevnim obéhem. U misnich kofent je tomu ndpodobné. V rozvinutém diseminovaném sta-
diu dochazi k poskozeni neurond (neuropatie). Dale se mohou vyskytnou encefalopatie,
myelopatie, radikuloneuropatie, pleocytozy v mozkomis$nim moku nebo ¢aste¢né para-
parézy téla. Boreliova meningitida je zptisobena piimou invazi borrelii do centralni nervové

soustavy (CNS). (3)(14) (15)

Ptechod do chronického postizeni nervového systému byva vzacny. Chronicky pro-
jev zahrnuje zanét mozku a michy souhrnné oznacovany jako encefalomyelitida. Kromé vy-
skytu zanétu byva doprovazen poruchami paméti, psychickymi poruchami jako je deprese,
porucha osobnosti, chovani nebo naruseni spankového rezimu. Druhym projevem chronické
NB je chronicka polyradikulitida a polyneuritida. Jedna se o postiZeni vice nervii spojenych

S parestéziemie, bolestmi a svalovou nefunk¢nosti na distalnich koncetinach. (2) (3) (14)

4.7.3 PostiZeni nervového systému v détském véku
Periferni obrna licniho nervu se vyskytuje hlavné u pacientd v détském véku. Aby-

chom predesli mylné diagnoze, musime pii diagnéze NB hledat oboustranné postizeni lic-
niho nervu (7. hlavovy nerv). Oboustranné postiZzeni mtize byt na jedné stran¢ nevyrazné, je
vSak dilezité toto rozeznat od idiopatické obrny licniho nervu (Bellova obrna). Kviili nepro-
jevujicimu se EM Ci radikuloneuritide byva periferni obrna Casto nelécena. Dale se u déti a
mladistvych mize vyskytovat boreliova kranialni neuritida. Jeji projev spociva v postizeni
licniho a statoakustického nervu. Dal§im projevem NB mtiZe byt postiZzeni zrakového nervu

nebo demyelizacni polyneuropatie. (2) (6)
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4.7.4 PostiZzeni nervového systému v dospélém véku
Celym nazvem Garin-Bujadoux-Bannwarthiiv syndrom, je postizeni projevujici se

v diseminovaném stadiu NB pievazné u dospélych. Odborné feceno se jedna o meningoen-
cefalomyeloradikuloneuritidu. Toto onemocnéni se projevuje nesnesitelnymi bolestmi v ob-
lasti dolnich koncetin. Mtize se také pfesunout na horni koncetiny nebo do oblasti hrudniku.
Bolesti se projevuji hlavné v no¢nich hodinach a pacienti nereaguji na zddnou 1é¢bu analge-
tiky ani jinymi 1é¢ivy. Bannwarthitv syndrom ma riznorodé projevy. Bud’ mize probihat
abortivnim prubéhem nebo s loziskovymi projevy. Bolesti na koncetinach mohou dojit az
k ¢asteénym nebo Gplnym parézam konéetin. Dale se u dospélych pacientii mohou vyskyt-

nout psychické problémy, navozené poruchy védomi nebo poruchy mozecku. (2) (6)

4.7.5 Dalsi potize zptisobené neuroboreliézou
Pozdni diseminované stadium se projevuje vice loZiskovym postizenim nervového

systému. PostiZeni mozku nebo jeho tkani v okoli je projevem encefalopatie. Ta se nasledné
projevuje dysfunkci mozku. Spole¢né s mozkem miize byt poskozend i micha. Toto one-
mocnéni se nazyva myelopatie. Dal§imi projevy mohou byt rizné neuropatie nebo endo-
krinopatie. Pti diagndze musi dbat 1ékaf na dikladné prozkoumani anamnézy pacienta, jeli-
koz mtize byt NB zaménéna za mozkomisni skler6zu, jez ma podobné ptiznaky. NB se miize
projevovat postizenim vice organt, coz ji odliSuje od sklerozy. DalSimi projevy NB muze
byt postizeni kognitivnich, pamét'ovych a exekutivnich funkci. Déle se udava koincidence
NB spolu s dalsimi pfi¢inami vzniku naptiklad Parkinsonovy choroby, roztrousené sklerozy

nebo Alzheimerovy choroby. (2) (6)

4.7.6 Diagnostika
Diagnostika NB je riiznoroda, jelikoZ kazdy projev borelidzy ma jiny zplsob de-

tekce. Pocatecnim vySetfenim je podrobné zhlédnuti anamnézy pacienta. Pacient mohl mit
piedeslé ptiznaky borelidzy, jez se projevily jako nasledna neuroborelidza. Pfi podezieni na
NB by se m¢la ihned nasadit ATB i ptes to, ze 1ékai nema dosud vysledky ze serologickych
testll. Serologické testy uzivané k detekci protiboreliovych protilatek zahrnuji metodu
ELISA, potvrzenou metodou Westernblot. Jako stézejni je dale vySetieni mozkomisniho
moku (MM). V MM se pii patologie zptisobené NB vyskytuje zvySené mnozstvi bilkovin,
lymfocytli a monocyti. MM se déle vySetiuje na protiboreliové protilatky a nespecifické
imunoglobuliny tfidy IgM nebo IgG. MM je indikovan naptiklad pfi podezieni na periferni

obrnu licniho nervu. Dalsi stéZejni metodou je polymerazova tfetézova reakce (PCR). PCR
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slouzi k ptimé detekci DNA borelii v moku, krvi a dalSich tkanich. Pokud se u pacienta vy-
skytnou loziskové priznaky NB, je ihned odeslan na vySetfeni vypocetni tomografie (CT),
popiipad¢ magnetické rezonance (MR) mozku a michy. Elektroencefalografie sleduje elek-
trické aktivity v mozku a vyuziva se pro zjisténi spravného fungovani CNS. Toto vySetieni
se provadi, jelikoz mize dochazet k zadchvatovym porucham zptsobenych NB. Elektromyo-
grafie slouzi k detekci nervosvalového aparatu a s nim spojenych nemoci. Vyuziva se také

k monitorovani nasledki neuroborelidzy. (2)

Dalsi metodou, ktera je uzivana v neékterych laboratotfich je stanoveni chemokinu
CXCL13 jinak zvaného BCA-1. Chemokin CXCL13 je exprimovan v sekundarnich lym-
foidnich organech a zprosttedkovava migraci B-lymfocytd, ale taktéz T-lymfocytt do CNS
a jinych organi. Nejvyssi hodnoty se vyskytuji pii pocatecni infekci Bb, proto je vhodné
vySetfit tento chemokin v raném stddiu NB. Chemokin CXCL13 je stanovovan v mozkomis-
nim moku metodou ELISA. Jedna se o sendvicovy zplsob metody ELISA, kdy je vzorek
uchycen mezi dvé protilatky, proto nazev sendvic€. Prvni protilatka je pfichycena na sténu
jamky, do které se poté piida pacientiv vzorek. Nésleduje pridani druhé (detekéni) proti-
latky. Na konci dochazi k ptidani substratu, ktery reaguje s enzymem za pfemény na jeho
barevny produkt. Timto nam vznika méfitelny signal (enzym-protilatka-vzorek), jehoz in-
tenzita je pfimo imérna koncentraci naSeho méfeného analytu. JelikoZ se jedna o metodu

ELISA, musime provadét s kazdym méfenim kontroly. (18)

4.7.7 Lécba a prognéza
Neuroborelioza se 1é¢i Sirokospektrymi antibiotiky, ktera dokazi prostoupit hemato-

encefalickou a hematolikvorou bariéru. Vhodnym 1é¢ivem je ceftriaxon. Uziva se v davce 2
g/den po dobu 2—4 tydnt intravendézné. Dale je mozny podavat cefotaxim nebo ceftizoxim.
Pro zajisténi ptipadného nenavraceni nemoci se po skonceni cefalosporinovych antibiotik
uziva doxycyklin nebo amoxicilin po dobu nasledujicich dvou az tii tydnt. Dalsi 1é¢ba mize
byt zaloZena na post-boreliovych problémech jedince. Mnoho lidi chodi na riznorodé psy-

choterapie s moznym uzivanim antidepresiv a jinych 1éku. (2) (6)
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5 DIAGNOSTIKA LYMSKE BORELIOZY

Diagnostika lymské borelidzy se opird o piimé a nepiimé metody spole¢né s anam-
nézou pacienta. Pfimé metody jsou specifické, ale malo citlivé. Nejptesnéjsi metodou je po-
lymerazova fetézova reakce. Metody nepiimé vyuzivaji detekci protilatek proti boreliim.

Proto se uplatiiuji hlavné v pozdéjsich fazich infekce. (2)

5.1 Metody primé
Piimé metody se uplatiiuji u pacientd, kteti nemohli byt vySetfeni serologickymi me-
todami. Napiiklad neméli vyvinuté protilatky proti boreliim, a proto museli byt pouzity me-

tody piimé. I kdyz nejsou tak citlivé, pofad nam zajisti prikaz borelii v téle ¢lovéka. (10)

5.1.1 Kultivace borelii
Kultivace borelii je provadéna na Barbourové-Stoenerové-Kellyho piidé. Jedna se o

kultivaéni piidu s ptiddnim 6% kraliciho nebo kofiského séra. V dnesni dobé¢ jsou pidy do-
davany komeréné. Pro kultivaci se pouziva krevni plazma odebrana do zkumavky s EDTA?,
sérum jen vzacné. Laborant pfida plazmu do tekutého média a necha ho inkubovat v termo-
statu. Kultivace za¢ina fazi statickou v prvnim az ¢trnactém dni. Dochazi k ristu a preméné
prostfedi vyvolaného boreliemi. Kontinuélni kultivace se provadi v nové pud¢ ve 4dennich
intervalech. Pro kultivaci je dulezité dodrzeni zakladnich podminek: teplota (34-35 °C), os-
moticky tlak, slune¢ni svétlo, ultrafialové zateni, pH (7,5) a oxidoredukéni potencial (0,1-
0,2). (2) (13)

Kultivace ndm prokazuje Zivé borelie v téle pacienta. Neni moc citliva, proto se pro-
vadi k ovéteni infekce, potvrzeni diagndzy nebo pietrvani infekce v kuizi a jinych organech.

(2) (13)

5.1.2 Svételna mikroskopie v zastinu
Tato metoda jinak zvana mikroskopie temného pole se uziva k prikazu spirochet

v téle klistéte. Vysledky této metody slouzi k hodnoceni promoieni klistat spirochetami
Vv jednotlivych stadiich na jednotlivych mistech. Podstatou metody je kondenzor s clonou
tvorici tmavé pole. Paprsky prochéazejici pfimo do objektivu ze zdroje svétla jsou timto blo-
kovéany a obraz je tvofen jen rozptylenymi paprsky, které prosly cockou. Vysledny obraz

vypada jako podsviceny tvar spirochety v tmavém poli. (2)

L EDTA-sil kyseliny diamintetraoctové, PouZiva se jako antikoagulaéni ¢inidlo. Vyvazuje vapenaté ionty, za-
branuje koagulaci.
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5.1.3 Elektronova mikroskopie
Elektronova mikroskopie je zalozena na zhodnoceni morfologie borelie spolecné

s provedenim imunocytochemické reakce. Reakce je zprosttedkovana mezi antigenem a spe-
cifickou (krali¢i) protilatkou pevné vazanou na mikroskopické sit’ce. Dale dochézi ke kon-
jugaci antigenu s monoklonalni protilatkou zna¢enou koloidnim zlatem. Tato metoda je vy-
uzivana, jelikoz dokéze prokazat infekci i u séronegativnich pacienti. V pozdéjsi fazi in-

fekce se vyuzivaji specifické monoklondlni protilatky proti OspA, DbpA, p83.2 (1)

5.14 Polymerazova retézova reakce
Polymerazova fetézova reakce (PCR) je zaloZena na principu mnozeni urcéitého

useku DNA. PCR ma tfi faze: denaturace, annealing (nasednuti primerii), syntéza DNA.
Denaturace spociva v zahtati DNA a nasledného rozpojeni na jednotliva vldkna. Po ochla-
zeni nasedaji na jednotliva vlakna primery. Tyto syntetické nukleotidy slouzici k ohrani¢eni
useku DNA, ktery chceme namnozit. Ve tieti fazi se pomoci Tag-polymerazy, nasyntetizuji
volné, komplementarni nukleotidy k jednomu z piivodnich vlaken DNA. Dojde tak k pro-
dlouzeni a vytvoifeni nové kopie DNA. Toto je poté n¢kolikrat opakovano a vznika mnoho
noveé namnozenych sekvenci DNA. Nasledné jsou Useky pfipravené pro dalsi zpracovani

jako je elektroforéza, hybridizace a jiné metody. (2)

PCR v redlném case je rychlejsi a pfesnéjsi metoda. ZaleZi ale také na mnoha fakto-

rech, které mohou reakci znehodnotit. Metoda naptiklad vyuziva vicebarevné znaceni, které

.....

Borelie jsou prokazovany pomoci specifickych primerti recA, OspA. Materidlem po-
uzivanym k tomuto vySetfeni je synovialni tekutina nebo tkan. Testovani je vhodné pfi po-

dezfeni na lymskou artritidu nebo chronickou meningoencefalitidu. (16)

r

5.2 Metody neprimé

Metody nepiimé, jinak zvané serologické, vyuzivaji k vySetfeni pacientovy proti-
latky vyvinuté proti boreliim. Nejprve se objevuji protilatky tiidy IgM a poté IgG. U nckte-
rych pacientl se nemuseji protilatky IgM viibec vytvofit nebo naopak pretrvavaji déle. Pro-

tilatky IgG mohou pietrvavat v téle i fadu let. (10) (16)

2 OspA je povrchovy virulentni faktor nutny pro preziti borelie a napadeni eukaryotické buiiky. DbpA je protein
A vazajici dekorin exprimovany Bb béhem sav¢i faze infekce. P83 je hlavni extracelularni protein Bb.
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521 ELISA
Metodou ELISA jsou prokazovéany antiboreliové protilatky tiidy IgM a IgG v séru,

mozkomisnim moku a synovidlni tekutiné pacienta. Tato metoda slouZzi jako screeningova
a pozitivni a hrani¢ni hodnoty jsou potvrzovany metodou Westernblot (WB). Protilatky IgM
se zaCinaji objevovat po 2—4 tydnech, IgG az po 4-6 tydnech po piisati klistéte. (7) (16)

Test spociva v reakci antigenu imobilizovaného na dn¢€ mikrotitracni desticky s oce-
kavanou ptitomnou protilatkou. Poté je pifidana sekundarni protilatka proti lidskému imono-
globulinu s navazanym enzymem. Enzym nasledné $tépi substrat a vznika barevny produkt,
jehoz hodnota odpovidd mnozstvi protilatky. Méteni vysledkti provadime spektrofotome-
tricky. PouZzivaji se rekombinantni antigeny, jejichz vyhoda spociva v odliSeni zkiizenych
reakci s jinymi bakteriemi, které by nam mohly poskytovat fale$né pozitivni vysledky. (19)

()

5.2.2 Imunofluorescencni testy
Imunofluorescencni testy prokazuji protilatky vazané na téla borelii. Protilatky z pa-

cientova séra se vazou na imobilizované patogenni buiiky na sklicku. Poté je ptfidano antisé-
rum proti lidskému imonoglobulinu s fluoreskujici barvou. Vysledek prohlizime ve flu-
orescen¢nim mikroskopu. Tyto testy nejsou tak piesné jako ELISA, proto se jiZ skoro nevy-
uzivaji. (2)

5.2.3 WESTERNBLOT

wev

livym ¢astem téla borelii, které vytvari nas systém. Borelie se skladaji z mnoha raznych
bilkovin (protilatek). Pfikladem mohou byt bilkoviny vnéjsi membrany (OspA-F), flagelin
dulezity pro tvorbu bi¢iku, bilkoviny tepelného Soku a mnoho dalsich. (19) (7)

6 LECBA
Lécba pacienta je individudlni dle postizeného organu, stddia onemocnéni a pro-

blémi spojenych s LB. Lékar pak voli vhodna antibiotika, jejich podani a délku l1écby. (2)

Doxycyklin je uzivan v ¢asné fazi infekce a jako prevence chronického onemocnéni.
Dobfte se vsttebava a prostupuje do tkani. Mizeme ho podavat dlouhodobé, ale u citlivych

jedincti mtize podrazdit zaludeéni sliznici. Zptisob podani per 0s.® (2)

3 Podéni per os znamend podani dutinou tstni. Podani intraven6zné znamena podani do Zily.
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Amoxicilin se podava u pacienti, kterym nemtizeme podat tetracykliny. To znamena

u t€hotnych zen, u déti mladsich 8 let a u alergikti na tetracykliny. Podani per 0s. (2)

Erytromycin a azitromycin se pouzivaji také pro t¢hotné, mladsi déti a pro alergiky

na penicilin. (2)

Ceftriaxon, cefotaxim a penicilin G pouzivame pfi nervovych, kloubnich a srde¢nich
potizich, jelikoz dobfe pronikaji do likvorovych a synovidlnich tekutin. Podavame je intra-
venozné. (2) (3)
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PRAKTICKA CAST

7 CIiL A UKOLY PRACE

7.1 Hlavni cil

Hlavnim cilem mé bakalafské prace bylo seznameni Se S problematikou onemocnéni
lymské borelidzy s podrobnéjsim zaméfenim na neuroboreliézu. Dale osvojeni laboratorni
diagnostiky lymské borelidzy a statistické zpracovani dat poskytnutych z Oddéleni virolo-

gie, sérologie a parazitologie FN Plzen.

7.2 Diléi cile

1. Kuvalitni zpracovani problematiky lymské borelidzy v teoretické ¢asti.

2. Osvojeni laboratornich metod vyuZivajicich se pro diagnostiku lymské borelidzy (EIA,
Microblot-array, Antibody index, stanoveni Chemokinu CXCL13.

3. Grafické zpracovani souboru ¢itajiciho 2407 pacient Z FN Plzefi v terminu 6.2022-2023

4. Zhodnoceni zpracovanych vysledki a celé bakalaiské prace.
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8 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

1.

Bylo testovano vice muzii ¢i zen? Bylo pozitivnich vice muzi ¢i zen?

Zhodnotit vysledky testd v krevnim séru, likvoru a mozkomi$nim moku me-

todou EIA v porovnani s metodou Microblot-array.
Zhodnotit vysetfeni Chemokinu CXCL13 a metodu Antibody Index.

Bylo nejvice pozitivnich testl prokdzano v zavislosti na obdobi nejvyssiho

sezonniho vyskytu klistat?
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9 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Sledovany soubor pacienti zahrnuje pacienty z Fakultni nemocnice Plzen (FN Plzen)
a pacienty z okoli, kteti byli vySetfeni pro podezieni na onemocnéni lymské boreliézy. Jedna
se 0 pacienty z riznych oddéleni FN Plzen, o pacienty od praktickych Iékaiti a pacientd z
ostatnich nemocnic v plzenském Kraji. V obdobi druhé poloviny roku 2022 az do konce roku
2023 bylo vysetieno celkem 2407 pacientii S podezienim na lymskou borelidézu. Zastoupeni
muzu a zen je skoro srovnatelné Pro vySeteni se dodava rizny biologicky material, jako je
krevni sérum, likvor a mozkomi$ni mok. Prvotni vySetfeni zahrnuje diagnostiku protilatek
IgM, 1gG metodou EIA. Hrani¢ni a pozitivni vysledky jsou upiesnény metodou microblot-
array. Pii podezieni na neuroborelidézu ¢i jiné posSkozeni mozku se provadi vySetieni che-
mokinu CXCL13 a matematicky spocitany antibody index. Pro vypocet tohoto indexu po-
tiebujeme znat vysledky hodnot bilkovin a protilatek pacienta. Proto mizeme toto vySetieni

provadét jen u pacientil z FN Plzen.
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10 METODIKA PRACE

Metodika prace popisuje ¢tyti metody (Enzymovou imunoanalyzu, Microblot-array,
Antibody index, CXCL13), jez se vyuzivaji k vySetfeni pfi podezieni na pfitomnost lymské

borelidzy.
10.1 Enzymova imunoanalyza (EIA)

10.1.1 Popis metody
Souprava EIA slouzi k detekci protilatek IgG (IgM) v krevnim séru. Dale je mozné

pouzit jiny biologicky material, jako je mozkomisni mok nebo synovialni tekutina. Existuje
nékolik typti metod EIA. Zde je pouzity sendvicovy typ, tzn. reakce antigenu pevné vaza-
ného v jamce mikrotitra¢ni desticky s ocekavané pritomnou protilatkou ve vzorku pacienta
a sekundarni, znac¢enou protilatkou. Sekundarni protilatka-konjugat je zvifeciho ptivodu a je
namitena proti lidskému IgG (IgM). Sekundarni protilatka je konjugovana kienovou pero-
xidazou. Aktivita peroxidazy se stanovuje ptidanim substratu TMB, ktery zptisobi zmodrani
pii pozitivité¢ vzorku. Reakce je ukoncena zastavovacim roztokem, kdy dojde ke zméné
barvy z modré na zlutou. Intenzitu zlutého zbarveni odecitame fotometricky pii 450nm. In-

tenzita zabarveni odpovida koncentraci IgG (IgM) protilatek ve vySetfovaném vzorku.

10.1.2 Reagencie a vybaveni
Souprava pro metodu EIA obsahuje:

1. Mikrotitrac¢ni desticka s navdzanym antigenem

2. Negativni kontrola — roztok neobsahujici specifické lidské protilatky
3. Cut-off — specifické lidské protilatky v hrani¢ni koncentraci

4. Pozitivni kontrola — roztok obsahujici specifické lidské protilatky

5. Konjugat — roztok obsahujici zvifeci imunoglobulin proti lidskému IgG (IgM)

znaceny peroxidazou
6. Redici roztok vzorkii — pufr se stabilizatory bilkovin
7. TMB — jednoslozkovy substrat
8. Promyvaci roztok

9. Zastavovaci roztok
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Pacientské vzorky jsou steriln¢ odebrany do zkumavek pro srazlivou krev. Po cen-

trifugaci krve ziskdme krevni sérum pro nase vysetieni.

DalSi potifebné vybaveni zahrnuje pipety, Spicky pro jednorazové pouziti, promy-

vaci zafizeni, termostat (37 °C), fotometr pro mikrotitracni desticky

10.1.3 Pracovni postup
Jako prvni je nutné vyndat soupravu s reagenciemi z lednice a nechat ji vytemperovat

na laboratorni teplotu. Dal§im krokem je nafedéni promyvaciho roztoku v poméru 1:20 s de-
stilovanou vodou. Vzorky krevniho séra jsou natedény fedicim pufrem v poméru 1:101.
Ostatni reagencie jsou piedem nafedény vyrobcem. Mikrotitracni desticka je vyndana a je
V ni ponechan pocet stripil dle poctu pacientskych vzorkl. Nepouzité stripy jsou hermeticky
uzavieny a vraceny do soupravy. Poté jsou reagencie a vzorky pipetovany dle ptfedepsaného
schématu do mikrotitra¢ni desti¢cky a vlozeny do analyzatoru, kde probiha samotné vyset-
feni.
10.1.4 Vyhodnoceni vysledku

Hodnoceni vysledkti spociva ve vypoctu indexu pozitivity (IP) za pouziti zméfené

absorbance séra a primérné absorbance Cut-off.

absorbance séra

IP =
primérna absorbance Cut — off

Interpretace vysledki je zaloZena na referencnich mezich dané vyrobcem. Hodnoty
pod 0,9 jsou negativni. Od hodnoty 0,9 jsou pacienti s hrani¢nim nebo pozitivni indexem
testu. Tyto pacienti by méli byt opakované vySetieni po 2 az 6 tydnech od prvotniho testo-

vani.

Tabulka 1: Interpretace vysledki indexu pozitivity

Index pozitivity (I1P) Hodnoceni
Mensi nez 0,9 Negativni
09az1,l Hrani¢ni
Vétsi nez 0,1 Pozitivni

Zdroj: Test Line (Navod pro pouziti: EIA Borrelia recombinant IgG, IgM 2022)

Index pozitivity je vyuzivam pro semikvantitativni hodnoceni testu. Data ziskana

touto metodou budou v dalsi ¢asti zpracovana v grafické podobé.
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Pro kvalitativni hodnoceni je nutné jiné pipetovani vzorkli do desticky. Vysledné
hodnoceni probiha odectenim z kalibracni kiivky, sestrojené z koncentraci kalibratorti na
ose X a odpovidajici absorbance na ose Y. Hladina protilatek je nasledné odeétena z kalib-
ra¢ni kiivky a zhodnocena dle interpretace vysledkd. Timto hodnocenim se ale zabyvat ne-

budeme.

10.1.5 Vlastni komentar
Metoda je zde popisovana manualnim zpracovanim. V dnes$ni dobé se vyuzivaji

hlavné analyzatory. Data ziskana pro mtjj vyzkum byla naméfena na tomto EIA analyzatoru
DSX.

Obrazek 3: Analyzator EIA DSX ¢.1

Zdroj: vlastni

10.2 Microblot-array

10.2.1 Popis metody
Microblot-array je modifikace imunoblotu pfevedeného do mikrotitracni desticky.

Rekombinantni antigeny jsou uchyceny na nitrocelulézové membrané na dné jamky ve
formé spotii. Po pfidani pacientského vzorku dochazi pii inkubaci k navazéani protilatky na
antigeny uchycené na membrané. Dal$im krokem je promyti desticky. Nasleduje ptidani
sekundarni protilatky konjugované alkalickou fosfatazou. Po inkubaci je vizualizace prove-
dena pfidanim substratu. Reakce je findln¢ zastavena destilovanou vodou. Intenzita zabar-
veni v jednotlivych jamkach je méfena pomoci specidlniho readeru. Vyhodnoceni probiha

dodanym softwarem v pocitaci.
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10.2.2 Reagencie a vybaveni
1. Microblot-array desticka s nanesenymi rekombinantnimi antigeny

2. Pozitivni kontrola (roztok obsahujici specifické protilatky, pouzité v ptipad¢ va-

lidace stanoveni)

3. Konjugat (roztok obsahujici zvifeci imunoglobulin znaceny alkalickou fosfata-

zou)
4. Substratovy roztok
5. Univerzalni roztok (pufr pro fedéni vzorkd a promyvani stripi)
6. Kalibrac¢ni karta, Pracovni navod

Dalsi vybaveni: pipety, Spicky pro jednordzové pouziti, odsavaci zafizeni, stopky, zku-

mavky pro fedéni sér, destilovana voda, promyvacka, microblot — array susicka; reader

10.2.3 Pracovni postup
Pted pouzitim je nezbytné nechat vSechny reagencie vytemperovat na laboratorni

teplotu (pfiblizné 60 minut). Dale je tfeba nafedit vzorky krevnich sér univerzalnim rozto-
kem v poméru 1:51. Mikrotitra¢ni desticka druhé generace je vice nachylna k poskozeni,
proto je tfeba s ni manipulovat Setrné. Jednotlivé stripy jsou oddélitelné a zvyraznéné podle
typu protilatky (IgM-cervend, IgG-modra). Na spodni stran¢ se nachazi DM kod pro iden-

tifikaci testu v pribéhu softwarového hodnoceni, ktery se nesmi pii manipulaci poskodit.
Provedeni testu na EIA analyzatoru

1. Umisténi reagencii spolu s microblot destickou do analyzatoru a dale je postupo-

vano dle instrukei v navodu.

2. Po ukonceni testu v EIA analyzatoru je desticka vyjmuta a pfenesena do special-

niho readeru. Roztoky jsou uzavieny a skladovany dle ptedepsanych podminek.

3. Desticka je vlozena do readeru s naslednym vyhodnocenim. Pti vkladani desticky
je nutné zkontrolovat, zda jsou vSechny stripy spravné zasunuty do desticky a zda
je desticka vlozena do readeru rovné. Pii pfipadné chybé by doslo k zablokovani

readeru a byl by vyzadovan odborny zasah.
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Obrazek 4: Analyzator EIA DSX ¢.2

Zdroj: vlastni

Obrazek 5: Microblot-array (Reader)

BioVendor

Instruments

Zdroj: vlastni
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10.2.4 Kvantitativni hodnoceni testu v jednotkach U/ml
Vypocet vychazi z kalibra¢ni kiivky sestrojené z intenzity kalibratori na ose X a je-

jich koncentraci na ose Y. Propojenim bodl vznikne kalibra¢ni kiivka, ze které je mozné

stanovit hladiny protilatek ve vzorcich v (U/ml). Interpretace je dana nasledujici tabulkou.*

Tabulka 2: Interpretace vysledkii microblot-array

Hladina protilatek (U/ml)

Interpretace

Mensi nez 185 Negativni
180 az 210 Hraniéni
Vétsi nez 210 Pozitivni

Zdroj: Test Line, navod pro pouziti Microblot-Array Borrelia 19gG,IgM 2022

10.2.5 Celkové hodnoceni testu Microblot-array Borrelia
Pii celkovém hodnoceni testu jsou porovnany ziskané vysledky s nasledujici tabul-

kou, ktera kombinuje antigenni spot OspC s vyskytem ostatnich antigent.

Tabulka 3: Celkové hodnoceni testu Borrelia

Antigeny:VISE, p83, p58, p41, p39, OspB, OspA, OspC, NapA, OspE, p17
Alespoii 1 OspC 2 a vice pozitivni 1 pozitivni nebo 3 a vice | Zadns reaktivita nebo nejvyse 2
antigen hodnoty hrani¢ni hodnoty hrani¢ni hodnoty
pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni
hrani¢ni pozitivni pozitivni hrani¢ni
nereaktivni pozitivni hrani¢ni negativni

Zdroj: Test Line, navod pro pouziti Microblot-array Borrelia IgG, IgM 2022

10.3 Antibody index

Antibody index vyjadifuje pomér hladiny protilatek v mozkomi$nim moku k hladiné

protilatek v krevnim séru ve vztahu ke stavu hematolikvorové bariéry a koncentraci celko-

vych imonoglobulinl v likvoru a séru.

4 Semikvantitativni hodnoceni se pfi pouziti EIA analyzatoru nepouZiva.
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Jako prvni je sestrojena kalibra¢ni kiivka z hodnot absorbanci kontrol ziskanych me-
todou EIA. Pokud by absorbance vzorku pievySovala posledni bod kfivky, je nutno vzorek

nafedit fedicim roztokem. Nasleduje slozity vypocet dle Reibera.
- QAIb = koncentrace albuminu v likvoru / koncentrace albuminu v séru

- QIgG (IgM)= koncentrace celkovych IgG (IgM) v likvoru / koncentrace celkovych
1gG (IgM) v séru

- AU= arbitrarni jednotky odpovidajici absorbancim likvoru a séra (odecteny z kalib-

racni kiivky)

- Qspec IgG/IgM= arbitrarni jednotky v likvoru v IgG (IgM)/arbitrarni jednotky v séru
v 1gG (IgM)

- QLim= horni hranice rozsahu QAlb

Vypodet

Je-li QLim (IgG)> QIlgG pak Al (IgG) = Qspec (IgG) / QlgG

Je-1i QLim (IgG) <QIlgG pak Al (IgG) = Qspec (IgG)/ QLim (IgG)
Poznamka: Pro tfidu IgM plati stejny vzorec.

Hodnoceni vysledki vychazi z nasledujici tabulky:

Tabulka 4:Tabulka hodnoceni vysledki Antibody indexu pro 1gG, IgM

Hodnota Al | Interpretace vysledku

Al<14 Negativni Al, intratekalni syntéza neprokdzana

Hrani¢ni Al, vysledek nutno hodnotit v korelaci s trva-
1,4 <Al <15 - ,
nim klinického nalezu a protilatkovou odpovédi v séru

15= Pozitivni Al, intratekéalni syntéze prokdzana

Zdroj: Test Line, navod pro pouziti Antibody index-software
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10.4 Stanoveni Chemokinu CXCL13

Hodnota Chemokinu CXCL13 se zvySuje pii zanétech, infekcich a imunitni odpo-
védi. Po navéazani na receptor na neutrofilech nebo zirnych bunkach dédva chemokin signal
B-lymfocytim migrovat do mista zanétu. Predpoklada se, ze se podili na neurologickém

poskozeni, jelikoZ podporuje aktivaci a migraci B-lymfocyti do mozkomisniho moku. (

10.4.1 Pracovni postup
CXCL13 je stanovovan sendvi¢ovym typem ELISA testu. Souprava pro test je vy-

temperovana na laboratorni teplotu a nasledné pfipravena k pouziti. Vzorky MM musi byt
nafedény vV pomeéru 1:1 fedicim roztokem o minimalnim celkovém objemu 100 ul. Dale je
nutné ptipravit promyvaci roztok naredény destilovanou vodou. V jamkach mikrotitracni
desticky se nachazi navazana protilatka specifickd proti CXCL13. Do jednotlivych jamek je
pfidan MM pacienti. Béhem prvni tficetiminutové inkubace dochazi k navazani protilatek
na specifické antigeny ve vzorku. Poté dochazi k promyti promyvacim roztokem. Do jamek
je ptridana detekéni protilatka znacend biotinem a dochazi opét ke tiicetiminutové inkubaci.
Po skonceni inkubace a promyti je pfidan konjugat (peroxidaza). Inkubace je tentokrat
v temnu s polovi¢nim intervalem (15minut). Zviditelnéni vazby CXCL13 s detekéni proti-
latkou je mozné diky enzymatické reakci peroxidazy s chromogennim substratem. Pro ukon-
Ceni reakce je ptidan stop roztok. Intenzita zabarveni je méfena na spektrofotometru pii 450
nm maximalné do 20 minut od ukonceni testu. Negativni vzorky nereaguji a mirnd zména

barvy je zpiisobena pozadim reakce.

Vsechny tyto kroky provadi analyzator VIDIMAT automaticky. Pozitivni a negativni

kontroly by mély byt v rozmezi dané certifikatem od vyrobce.

10.4.2 Interpretace vysledki
Po nékolikaletych studiich bylo prokazano, Ze chemokin CXCL13 se vyrazné zvy-

Suje pii akutni neuroborelidze. ZvySené hodnoty jsou prokazovany jesté pied vytvofenim
specifickych protilatek. Je proto uzivan pfi prvotnim podezieni na neuroborelidozu. Po podani
antibiotik je jeho hodnota rapidné snizena, i ptes stale se vyskytujici pleocytozu v MM. Zvy-
Sené hodnoty Chemokin CXCL13 v MM se vyskytuji nejen u akutni neuroborelidzy, ale
byly prokdzany také u neurosyfilitidy, tuberkul6zni meningitidy a lymfomi centralni ner-

vové soustavy.
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11 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

11.1 Sledovany soubor

Data byla ziskana z oddé€leni virologie, sérologie a parazitologie FN Plzen Bory. Sle-
dovany soubor ¢ital celkem 2407 pacientl. Zastoupeni testovanych muzu a zen bylo srov-
natelné. Zen bylo testovano pouze o 2 % vice. Celkem bylo otestovano 1189 muzi a 1218

zen.
Graf 1: Znazornéni poctu testovanych muzi a Zen

Pomér testovanych muzi a Zen

51%

= muzi = Zeny

Zdroj: Vlastni zpracovani dat ziskanych z FN Plzen

11.2 Vysetieni krevniho séra
Celkem bylo provedeno 1646 krevnich testi metodou EIA. Z toho byla provedena
polovina pro ttidu IgM a polovina pro 1gG. Hrani¢nich vzorka bylo evidovano 48 pro IgM

a 60 pro IgG. Pozitivnich vzorki bylo zjisténo 220 pro IgM a 378 pro IgG.

Graf 2: VySeti‘eni krevniho séra metodou EIA ve tfidé imunoglobulini IgM a IgG

Pocet testl séra IgM, I1gG
1000
823 823
800

600 555

385 378
400
220

200 48 60
0 - |

negativni hrani¢ni pozitivni celkem negativni hranicni pozitivni celkem
IgM IgM IgM  testllgM IgG IgG IgG  testll IgG

Zdroj: Vlastni zpracovani dat ziskanych z FN Plzen
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Metodou blotu bylo vzorka séra v linii IgM pozitivnich 71 %. Naopak ve t¥idé 1gG

byla skute¢né¢ pozitivni necela polovina tj. 48 %.
Graf 3: Porovnani vySeti‘eni krevniho séra metodou EIA a Microblot-array

Pocet testl séra
metodou EIA a Microblot-array

500
438
400
268
300
189 212
200
100
0
pozitivni nebo  skutecné pozitivni- pozitivni nebo  skutecné pozitivni-
hranicni EIA IgM blot IgM hrani¢ni EIA 1gG blot 1gG

Zdroj: Vlastni zpracovani dat ziskanych z FN Plzen

11.3 VySetieni mozkomiSniho moku

Mozkomisniho moku bylo vysetieno celkem 657 vzorki pro kazdou tiidu. Ve tridé
IgM byl v hrani¢nim rozmezi pouze jeden vzorek, ve tfidé 1gG sedm. Pozitivnich pacienti
bylo ve tfidé IgM 21, ve tiidé IgG 77.

Graf 4: Vysetieni likvoru metodou EIA ve tfidé imunoglobulinua IgM a IgG

Pocet testl likvoru IgM, 1gG

657
635 657 573

77
1 21 7

negativni hranicni pozitivni celkem negativni hranicni pozitivni celkem
IgM IgM IgM IgM test 1gG 1gG IgG IgG testl

Zdroj: Vlastni zpracovani dat ziskanych z FN Plzen
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Metodou microblot-array bylo z celkovych 22 pozitivnich ve tridé IgM potvrzenol?7.
Ve tiid¢ IgG bylo pozitivnich vzorki metodou EIA 84. Z toho skute¢né pozitivnich bylo
jen 34.

Graf 5: Porovnani vySeti‘eni likvoru metodou EIA a Microblot-array

Porovnani vysetreni likvoru
metodou EIA a Microblot-array

40 32
30
23 14
20
10

10

0

pozitivni nebo skutecné pozitivni- pozitivni nebo skutecné pozitivni-
hranicni EIA IgM blot IgM hranicni EIA 1gG blot 1gG

Zdroj: Vlastni zpracovani dat ziskanych z FN Plzen

11.4 VySetieni punktatu
Za sledované obdobi byl punktat odebran 58 pacientim. Ve tfidé IgM bylo hrani¢-

nich vzorki zji$téno 13, pozitivnich 10. Ve tfid¢ IgG bylo hrani¢nich hodnot méné (7), za to

pozitivnich vzork bylo zjisténo 25.
Graf 6: VySeti‘eni punktiatu metodou EIA ve tfidé imunoglobulini IgM a 19gG

Pocet testl punktdtu IgM, IgG

60 58 58
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30 26 25

20
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. []
negativni hrani¢ni pozitivni celkem negativni hrani¢ni pozitivni celkem

IgM IgM IgM testl IgM IgG IgG 1gG testl I1gG

Zdroj: Vlastni zpracovani dat ziskanych z FN Plzen

50



Pti potvrzeni nédkazy boreliemi bylo skutecné pozitivnich pacientd prokazano 14 ve

tride IgM a 10 ve tfide IgG.
Graf 7:Porovnani vySetieni punktatu metodou EIA a Microblot-array

Pocet testd metoda EIA a Microblot-array
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hranicni EIA IgM blot IgM hrani¢ni EIA 1gG blot 1gG

Zdroj: Vlastni zpracovani dat ziskanych z FN Plzen

11.5 Vysetieni Chemokinu CXCL13

Pfi vySetieni chemokinu bylo otestovano celkem 642 pacientti. Z toho jich na bore-

lidzu bylo pozitivnich 67. To ¢ini pouze 10 % ze vSech otestovanych pacientd.

Graf 8:VySetfeni pritomnosti Chemokinu CXCL13

Pocet testl chemokinu CXCL13

200 642

600 575

500
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200

100 67

pozitivni negativni celkem pocet testu

Zdroj: Vlastni zpracovani dat ziskanych z FN Plzen

11.6 Antibody index
Pozitivnich vysledkt Antibody indexu bylo zjisténo celkem 42 (IgM 6, 19G 36). Hra-

ni¢ni hodnoty byly zjistény celkem u 3 pacientti. U hranic¢nich a pozitivnich hodnot, ale i

v celkovém hodnoceni Al je nutné porovnat vysledky s klinickym nalezem pacienta.
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Graf 9: Antibody index: Vysetieni krevniho séra v porovnani s mozkomi$nim mokem

Vysledky testl Antibody index
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Zdroj: Vlastni zpracovani dat ziskanych z FN Plzen

11.7 Pozitivita muza a Zen, ¢etnost v jednotlivych mésicich
Pozitivni vysledky u muzi a zen byly hodnoceny z testu microblotu. Pozitivita byla

prokazana u 273 muzi a 224 zen. To znamena, ze celkove bylo pozitivnich muzti o 5 % vice

nez pozitivnich zen.

Graf 10: Porovnani pozitivnich muZua a Zen metodou Microblot-array

Pocet pozitivnich muzl a Zen

224

= pozitivni muzi pozitivni Zeny

Zdroj: Vlastni zpracovani dat ziskanych z FN Plzen

V nasledujicim grafu jsou zndzornény pozitivni vysledky muzii i zen v jednotlivych
mesicich. Nejvétsi pocet testil byl zaznamenam v osmém mésici roku 2022 1 2023. Nejméné

pozitivnich bylo zaznamenano v prosinci roku 2022. Skoro v kazdém mésici registrujeme
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pacienty s pozitivnim nalezem chemokinu CXCL13, ale ostatni vySetfeni potvrzujici LB

jsou negativni.

Graf 11: Znazornéni pozitivnich vzorki v jednotlivych mésicich

Pozitivni nalezy v jednotlivych mésicich
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Zdroj: Vlastni zpracovani dat ziskanych z FN Plzen
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DISKUZE

Diagnostika lymské boreliézy miize byt pro oSetiujiciho 1ékafe velmi ndrocna. Jak
uz bylo feceno, lymska boreliéza je multisystémové onemocnéni zplisobené spirochétou Bo-
relia burgdorferi sensu lato. Borelie pronikaji do téla ¢lovéka pres klis§t’ata, ktera také in-
fikuji. Nasledné se dostavaji do krevniho ob&hu ¢loveka, kterym se mohou dostat do jaké-
koliv ¢asti téla a zde plisobit potize. Projevy onemocnéni jsou tak u jednotlivct velmi riz-
norodé, a proto je nesnadné borelidzu zpocatku klinicky diagnostikovat. Laboratorni prikaz

je tedy nutny.

Diagnostika se opird hlavné o metody nepiimé, jelikoz jsou mén¢ nakladné a mohou
byt automatizované. Tim ndm nastdva problém, jelikoz nepfimymi metodami se stanovuji
protilatky proti boreliim, které se zacinaji tvorit ve druhém az ¢tvrtém tydnu po napadeni
klistétem, jak uvadi Bartin¢k (Bartiinek 2006 s. 44). Je proto vhodné testovat pacienty az po
urc¢ité dobé, poptipad¢ testy radéji pro potvrzeni ¢i vyvraceni nakazy zopakovat. Jedinym
klinickym ptimym dukazem nakazy LB je pfitomnost erythema migrans na téle pacienta.

V tomto ptipad€ by mél lékat ithned nasadit antibiotickou 1éCbu.

Mezi zakladni metody diagnostikujici lymskou boreliézu patii metoda EIA a Wes-
ternblot (v naSem ptipad¢é microblot-array). Obé metody testuji protilatky ve dvou tiidach:
IgM a IgG. Metoda EIA je vyuZivana jako screeningova metoda pro vSechny typy vzorkl a
metoda microblot-array jako ,,potvrzovaci®. V§echny vzorky s hrani¢nimi nebo pozitivnimi
hodnotami zméfené metodou EIA jsou ovéfeny metodou microblot-array. Tato metoda je
citlivéjsi a u hraniénich vzorkl rozhodne, zda je pacient opravdu pozitivni ¢i nikoliv. Pozi-

tivni vzorky, jsou timto dvakrat potvrzeny na ptitomnost lymské borelidzy.

Biologicky material pro diagnostiku lymské borelidzy zahrnuje hlavné krevni sérum,
mozkomis$ni mok a punktat. Krevni sérum je nejcastéji odebirany material. Klasicky odbér
krve, ze kterého je nasledné ziskano krevni sérum neni pro pacienta vétSinou nikterak na-
ro¢ny, a proto je sérum vyuZzivano nejcasteji. Mozkomi$ni mok je odebiran pacientovi nej-
Castéji lumbalni punkci v oblasti 4. a 5. bederniho obratle nebo 3. a 4. bederniho obratle
Vv sedé ¢i v leze. Po odebrani musi pacient minimalné 3-24 hodin lezet na lizku (3 hodiny
pfi pouziti atraumatické jehly nebo 24 hodin pii pouziti jehly klasické). Zkumavka s MM je
po odbéru dopravena do laboratote co nejrychleji. Jelikoz se jedné o obtizny odbér materialu
je neptipustné, aby doslo k jeho poSkozeni Ci ztraté. Punktat je nejméné odebirany material

pro diagnostiku LB.
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Pii podezieni na neuroboreliézu je vyuzivano vysetfeni Chemokinu CXCL13 a
metoda Antibody index. Pii podezieni na akutni neuroborelidzu je vyuZzivan pravé
CXCL13. Chemokin pii podezieni na neuroboreliézu piedchazi diagnostiku pomoci proti-
latek, jelikoZz jsou jeho hodnoty vysoké daleko diive, nez se protilatky v téle vytvori. Zaroven
po podani antibiotik pacientovi se hodnota chemokinu snizuje. Vysetieni CXCL13 je po-
meérné€ nova metoda, a tak by se dalo predpokladat, Ze nebude mnoho vzorki na toto vySet-
feni. Neni tomu tak, jelikoz je chemokin vyuzivan i1 pro zhodnoceni procesii (hlavné migraci
B-lymfocytil) v mozku. Je proto stanovovan i pii podezieni na jiné neurologické problémy.
Metoda je zalozena na principu sendvi¢ové ELISY, kterou lze provadét jak automaticky, tak
rucné. Pokud laboratoi nema finance na koupi analyzatoru, zvoli ru¢ni metodu a je schopna
chemokin stanovovat. Moje data pro bakalarskou praci byla ziskana z analyzatoru Vidimat.
Antibody index m4 podobné vyuziti jako chemokin. Uéelem testu je prokazani nebo vyvra-
ceni intratekdlni syntézy specifickych protilatek v mozkomisnim moku. Je porovnavan stav
hematolikvorové bariéry ve vztahu k protilatkdm v krevnim séru a mozkomisnim moku. Pro
vypocet Al je nutné znat hodnoty albuminu a protilatek v séru a MM. Kvili tomu miizeme
provést vypocet Al jen u pacientll z FN Plzen (€1 jiné nemocnice odkud jsou data ziskana),
jelikoz potfebné hodnoty musime najit v nemocni¢nim systému. Je také nutné brat v ivahu
imunologickou reaktivitu organismu pacienta na boreliové antigeny a hladiny protilatek
vV MM. Tudiz pfi negativnim vysledku neni 100 % prokézano, Ze pacient nema neuroboreli-

ozu.

Dalsim problémem pii diagnostice miize byt zkiiZena reaktivita mezi patogeny.
Zde muzeme uvést napiiklad bakterie Treponema pallidum nebo virus Ebsteina—Barrové
vykazujici faleSné€ pozitivni vysledky. FaleSné pozitivni vysledky se daji pfevazné elimino-
vat diky metodé¢ Westernblotu, kterd v diagnostice vyuziva jednotlivé antigeny specifické
pro kazdého patogena. Naopak falesn¢ negativni vysledky mohou byt zptisobeny typem bo-
relie, ktera se typicky nevyskytuje v daném tizemi. Laboranti tudiz nemaji v zakladnim tes-
tovacim setu antigeny na tuto konkrétni borelii. Vysledek testu pacienta bude tudiz negativni

1 pres pfitomnou nékazu borelii.
Zhodnoceni vysledkii vyzkumu

Vyzkumna otazka €.1: zastoupeni testovanych muzl a zen bylo velmi srovnatelné.
Celkovy pocet testovanych zen byl o 2 % vyss8i nez pocet testovanych muzi, coz je velmi

maly rozdil, a proto neni tfeba d¢lat velké zavéry, zda klist'ata napadaji vice muZze ¢i zeny.
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Naopak pfi zkoumdni pozitivnich muzi a Zen bylo pozitivnich muzi o 5 % vice, nez pozi-

tivnich Zen.

Vyzkumna otazka €. 2: Pocet testli krevniho séra €inil celkem 823 vzorkt pro kazdou
ttidu. Ve tfide IgG bylo pozitivnich pacientl vice nez ve tfid¢ IgM. Pti porovnani pozitivnich
a hrani¢nich vzorka metodou EIA, bylo citlivéj$i metodou microblotu potvrzeno 189 z 268
vzorkl Vv linii IgM a ve tfid¢ IgG 212 ze 438. VySetieni mozkomisniho moku mélo také
vysoky pocet vzorkll. Bylo otestovano celkem 657 pacientii v obou tidach. Ve tiidé IgM
bylo pozitivnich nebo hrani¢nich pouze 21 a ve tfidé¢ IgG 84. Metodou microblotu bylo po-
tvrzeno 17 z 22 ve tfidé IgM a pouze 34 z 84 ve tiid¢ IgG. Jak uz bylo feceno, punktat je
nejméné odebirany biologicky materidl. Vzorkll pro vysetfeni bylo odebrano pouze 58
pro kazdou linii. V linii IgM byla neceld polovina pozitivni nebo hrani¢ni a v linii IgG vice
nez polovina vzorkl. Pfi potvrzeni bylo skuteéné pozitivnich pacientd v linii IgM 14 z 23 a

v linii 1gG 10 ze 32.

Vyzkumna otazka ¢.3: Stanoveni Chemokinu CXCL13 se vyuZiva nejen pro diagnos-
tiku neuroboreliozy, ale i pfi podezieni na jiné poruchy v oblasti mozku. Za posledni rok a
pul, od kdy se vysetfeni chemokinu ve FN Plzen praktikuje, bylo otestovano celkem 642
pacientii. Z toho jich bylo pozitivnich pouze 67. Neuroboreliéza neni u ¢loveka tak Casta a
soucasné pro poruchy mozku jsou uzivany i jiné metody, neni proto divu, Ze mame nizké
hodnoty pozitivnich vzorkli. Metoda antibody index nam prokazuje nebo vyvraci intratekalni
syntézu imunoglobulind a poruchy hematolikvorové bariéry V mém testovaném souboru
bylo provedeno celkem 7 testil Al ve tfidé IgM a 46 ve tfid€ IgG. VSechny vzorky ve tiidé
IgM byly pozitivni nebo hranicni a ve tfidé IgG celkem 38 vzorkl ze 46. Témito vysledky
by se mohlo zdat, Ze je metoda uc¢inna. Bohuzel jak uz bylo feceno, vysledek pacientova Al
muze byt spocitdn pouze, jsou-li znamé hodnoty albuminu a bilkovin v séru a MM, které se

museji porovnat s klinickou anamnézou pacienta.

Vyzkumna otazka ¢.4: Nejvice pozitivnich testli bylo zaznamenano v srpnu 2022,
kdy je nejvyssi sezonni vyskyt klistat. Nejméné pozitivnich testd bylo v prosinci 2022. Toto

tvrzeni je velmi pravdépodobné, jelikoz se klistata v zimnich mésicich moc nevyskytuji.

vvvvvv

pozdéji.
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ZAVER

Klinicka diagnostika lymské borelidozy je pro oSetfujiciho lékafe velmi narocna
vzhledem k mozné Siroké skale klinickych ptiznakd, které nejsou vzdy typické nebo se ne-
vyskytuji v celé mozné §ifi. Pfi podezieni na toto onemocnéni je tedy vzdy nutny laboratorni
prikaz. Diagnostika se opira hlavné¢ o metody nepfimé. Spektrum pouzivanych metod se
neustdle rozsifuje tak, aby laboratof mohla dodat oSetfujicim 1ékaifim co mozna nejpravdi-

vE€jsi zpravu o momentalnim stavu imunitniho systému ve vztahu k lymské borelioze.

Mezi zakladni metody diagnostikujici lymskou borelidzu patii metoda EIA a Wes-
ternblot (microblot-array). Obé metody detekuji protilatky ve dvou tfidach: IgM a IgG. Me-
toda EIA je vyuzivana jako screeningova metoda, metoda microblotu zjisténé vysledky po-
tvrdi nebo naopak vyvrati. VySetrovat lze krevni sérum, mozkomisni mok a punktat. Pii
podezieni na neuroborelidzu je vyuzivano vysetfeni chemokinu CXCL13 a metoda antibody
index. Uelem testu je prokazani nebo vyvraceni intratekalni syntézy specifickych protilatek

V mozkomi$nim moku.

V nasem vyzkumu nebyl prokdzan rozdil v celkovém poctu vySetfenych muzii a Zen,

pozitivita byla mirn¢€ zvySena ve prospéch muzi.

Byla potvrzena spravnost laboratorni strategie — vySetfovani sér nejprve metodami
EIA a nésledna kontrola pomoci microblotu. Dle ocekavani tato citlivéjsi metoda nékteré

pozitivni vzorky v EIA nepotvrdila.

Neuroborelioza je pravdépodobné jedna z nejzédvaznéjSich komplikaci tohoto one-
mocnéni. Proto je kazda noveé zavedena metoda piinosem K jeji diagnostice a pomocnikem
pro ur€eni definitivni diagnozy. | kdyZ je narocna na interpretaci a vyZaduje velké zkuSe-

nosti.

I naSe prace potvrdila znamy fakt, Ze toto onemocnéni mé sezoénni charakter a kopi-

ruje s mirnym zpozdénim aktivitu pfenasece v ptirode.

Lymska borelioza je od svého popisu jedno z nejvice sledovanych onemocnéni nejen
v CR, ale i celosvétové. Stale se objevuji nové laboratorni metody ke zptesnéni diagnostiky
a usnadnéni rozvahy klinikd v kone¢né diagndze. K veskere této Cinnosti je vZzdy potieba
pfitomnost odbornikli schopnych interpretovat laboratorni vysledky a klinické nalezy a sa-

moziejme navzijem komunikovat.
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Ma zdkiad? Vaii Zadosti Vam jménem Utvaru néméstkynd pro vnéiEi vztahy a spoluprdei s LF Fakultni
nemecnice Plzef wdéluji_souhlas se ziskavanim / zpracovanim anonymizovanych informaci o
laboratornich metodach / analyzach § wysledeich téchto metod, véetné jejich statistického zpracovani,
pouZivanych na pracovisti Uistavu mikrobiologie (MIKRO) FN Pized. Tento souhlas je wydavan, pri
splnéni niZe uvedenych pedminek, v souvislosti s wypracovani Vasi bakalafské prace S nazvem
Lymska borelioza a moZnosti jeji laboratarni diagnostiky ™.

Podminky, za kterych Wam bude umoZnéna realizace Vaseho Satfeni ve FM Plzen:

Vrehni zdravotni laborantka MIKRD souhlasi 5 Vasim postupem.

Osobné povedete Emje Seffeni.

Vase Seffeni nenarusi chod pramletE ve smyslu provozniho zajisténi dle platnych smérnic
FM Plzef, ochrany dat pacientd s dodrfovani Hygienického planu FN F"Ize-n_ Yase Sefreni
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platnost za.lmﬂa & 372/2011 Sb., o zdravotnich sluZbach a podminkach jejich poskytovani,
W platném znéni.

. U-:Iaje ze zdravotnické dokumentace pacientd, pokud budou uvedeny ve Vasi bakaldfské
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. Shér informaci budete provadét v dobé Vasi, Skolou schvalengé, odborné praxe na MIKRO,
pod_pfimym vedenim oprévnéného zdravotnického pracownika, kterym je pan RNDr. Kared
Fajfriik, Ph.D., prednosta MIKRO FN Plzedi.
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celku FH Plzen zavéry Waseho Setfeni, pokud o né projevi opravnény pracovnik ZOK / OC zéjem a
budete se aktivné podilet na pripadné prezentaci visledkl Vaseho Setfeni na vzd@évacich akcich
pefadanych FM Plzef.

Tote povoleni nezaklida povinnost zdravotnickych pracovnikl s WVami spolupracovat, pokud by
spoluprace s Vami naruSovala plnéni pracovnich povinnosti zaméstnancl. Spoluprace zaméstnancu
FH Plzefi na VasSem Seffeni je dobrovolng.
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