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UuvoD

Téma své prace jsem zvolila hlavné proto, Ze mam s lymskou boreliézou
vlastni zkuSenost. Sama jsem si timto onemocnénim proSla a proto jsem
posbirala informace, které jsou zaznamenany v této praci. Cilem prace je
Ctenare seznamit s problematikou onemocnéni lymska, jinak také lymeska
boreli6za, které predstavuje nejrozsifendjsi antropozoonézu v CR.
Toto onemocnéni ma vysokou incidenci a jeho diagnostika neni vzdy
jednoducha, proto i Ié€ba mlze byt problematicka. DalSim cilem je predstavit
zpusoby diagnostiky boreliézy, hlavni klinické pfiznaky a v neposledni fadé také

moznosti terapie a prevence.
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TEORETICKA CAST

1 HISTORIE

Nejstarsi zminka o lymeské boreliéze pochazi z 19. stoleti, kdy v roce 1883
dermatolog Buchwald popsal acrodermatitis chronica atrophicans (ACA).
O nékolik let pozdéji, roku 1909 byla popsana charakteristicka erythema
migrans a lymfocytom. Stejny védec, tedy Afzelius, pak roku 1921 pfiSel
na souvislost mezi skvrnou a pfisatim klistéte. Erythema migrans pak byla
spojovana také s poSkozenim nervového systému, €imz se zabyvali Garin
a Bojadoux. Ve 40.letech 20. stoleti se pak Bannwarth zabyval Fadou
souvislosti mezi erythemou a multifokalnim postizenim nervového systému,
stejné tak pfibyla fada dalSich riznych nazort na tento problém, avSak nikdo
nezjistil pravou pfi€inu vzniku. V roce 1948 pfiSel Lenhoff se specialni technikou
prikazu spirochet v kozni biopsii a s tvrzenim, Ze tyto bakterie mohou mit urcity
podil na vzniku erythemy migrans a ACA. Jeho nazor byl vSak opustén, jelikoz
zadny z védcl jeho teorii nepotvrdil. Nazev onemocnéni lymeska boreliéza
pochazi z projektu, na ktery se v 80. letech 20. stoleti zamé&fil Steere. Probihal
nedaleko mésteCka Lyme. Steere se spolu se svymi spolupracovniky zaméfil
na epidemicky vyskyt zanétlivé artropatie u 39 déti a 12 dospélych. Asi 59 %
déti tenkrat splfiovalo kritéria pro juvenilni revmatoidni artritidy. Vysledkem bylo
také potvrzeni, Ze nemoc prenasi klisté typu Ixodes dammini. O par let pozdéji
byl objeven plvodce tohoto onemocnéni, spirocheta, pozdéji pojmenovana
podle svého plvodce jako Borelia burgdorferi. Na Ill. mezinarodni konferenci
v New Yorku, ktera se vénovala této problematice v roce 1987, byl
pak doporu¢en nazev lymeska boreliéza. Prvni sérologicky prukaz borelidzy
u déti probéhl v Ceské republice v roce 1986 a hned o rok pozdé&ji také
u dospélych. Pozdéji se u nas zkoumalo postizeni srdce v ramci lymeské
borelidzy a v roce 1995 Doc.MUDr. Bartiunék spolu s RNDr. Hulinskou prokazali

borelie v myokardu. (1)
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2 ETIOLOGIE

Lymeska boreliéza patfi mezi onemocnéni bakterialni. Jejim plvodcem
je bakterie spirocheta, ktera patfi mezi jedny z nejstarSich bakterii Zijicich
na Zemi. Zde se vyskytuji o miliardy let déle nez lidé. Spirocheta v doslovném
prekladu znamena "svinuty vlas", jehoZ podobu tato bakterie skuteCné ma.
Vlastni tenké télo se spiralovité vinutym tvarem. Spirochety se vyskytuji v osmi
riznych rodech, kterymi jsou: Borrelia, Brachyspira, Brevinema, Cristispira,
Leptonema, Leptospira, Spirochaeta a Treponema. Z téchto rodl bylo prozatim
identifikovano kolem 200 druh( téchto bakterii, pravdépodobné jich ale je néco
kolem tisice. Pfedpoklada se, ze pravé tyto, jesté neprobadané druhy spirochet
jsou puvodcem spousty onemocnéni, jejichz pfiCina dosud nebyla odhalena.
Avsak ne vSechny spirochety musi byt zdravi Skodlivé. Existuji také druhy, které
ziji napfiklad ve stfevnich traktech zivoCichu C¢i Clovéka. Zajimavymi druhy
spirochet jsou ty, které Zziji ve stfevech termiti, kde pomahaji pfi traveni
direvénych vlaken, ktera jsou termity pojidana. Lymeska borelidza
je zplsobovana spirochetami z rodu Borrelia. | zde je vice druhu bakterii, které
jsou schopny pfivodit toto infekEni onemocnéni. K tém nejvyznamnéjSim patfi:
Borrelia burgdorferi, Borrelia afzelii a Borrelia garinii. Existuje ale cela fada
dalSich druh( téchto bakterii, které jsou schopny vyvolat infekci, napfiklad
Borrelia japonica, Borrelia lonestari, Borrelia spielmanii a jiné. VSechny tyto
druhy jsou souhrnné oznacovany jako Borrelia burgdorferi sensu lato (tedy jako

borelie "v ir§im slova smyslu"). (1, 3, 4)
2.1 Borrelia burgdorferi sensu lato (Bbsl)

Jedna se o skupinu gram-negativnich bakterii, které se vyznacuji tenkym,
spiralovité vinutym tvarem se zavity, které jsou od sebe vzdaleny 2,2 ym
a obvykle jich je 4-15. Jejich velikost je v fadech mikrometrl, nejCastéji
orozmérech 0,2 um x 4-30 um. Pohyb téchto bakteridlnich bunék
je umozniovan biciky, kterych se na nich vyskytuje 7-12 (nékteré patogenni
druhy jich maji az 20). Bi¢iky vychazeji z obou pdéla burnky bazalnich disku,
které jsou umistény v cytoplazmatické membrané a obtaceji télo bakterie

pod vnéjSi bunéCnou sténou. Vnitfni i vnéjSi strana biCiku je tvofena
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glykoproteinem zvanym flagelin. BunécCna sténa je tvofena celkem tfemi
vrstvami: lipoproteinovou, ktera je vnéjSi, dale stfedni tvofenou
z lipopolysacharidi a  vnitfni  peptidoglykanovou. Je  oddélena
od cytoplazmatické membrany prostorem vyplnénym periplazmou, ktera
vyCniva az za cylindricky prostor cytoplazmatické membrany. Vzdalenost
mezi cytoplazmatickou membranou a vnéjSim obalem membrany je zavisla
na poctu bi¢ikd. Vnitini (peptidoglykanova) membrana je jednovrstevna, ostatni
dvojvrstevné. Nékdy muze cytoplazma vytvaret vybézky z cylindrického
prostoru do prostoru polarniho. V pfipadé vysunuti biik( jsou z membrany
vyluGovany vezikuly, které podle nékterych zdroji obsahuji plasmidovou DNA.
Schopnost vysouvani bi¢ikli v distalnim i proximalnim sméru udava flexibilitu
membrany. Pohybem vnéjSi membrany dochazi také k posunu antigennich
molekul proteintd a glykosaminopeptidovych receptord, které jsou v ni ulozeny.
Tento posun pomaha pfi adhezi téchto bakterii k burice hostitele. Bakterie

infikuji nejprve kizi, ze které se pak Sifi do celého téla. (1, 2, 7)

2.2 Prenaseci lymeské boreliézy a jejich vyskyt

K nejCastéjSimu prenasedi lymeské borelidzy patii klisté Ixodes ricinus, tedy
kliSté obecné. Nelze ale vyloucit, ze je mozny prenos také od jinych ZivociSnych
druhd. Spekuluje se o tom, ze by pfenaseem mohl byt komar, muchni¢ky nebo
roztoCi. U nich ale pfenos prokazan nebyl. Klist€ obecné (Ixodes ricinus) je
¢lenovec fadici se mezi roztoCe. Obvykle se vyskytuje v blizkosti listnatych les,
kde trpélivée Ceka na svého hostitele ve vysoké travé Ci na nizkych kefich.
Samicka naklade oplozena vajicka, ze kterych se vyviji larvy. Ty jsou velmi
malé, pfesto jsou ale schopny sat. DalSim vyvojovym stadiem je tzv. nymfa,
ktera je pro Clovéka z hlediska pfenosu nemoci nejvice nebezpeclna. Poslednim
krokem vyvojového cyklu klistéte je tzv. imago, tedy dospélé klisté. Samec
v dospélosti krev jiz nesaje, ale samice musi ziskat dostatek své potravy,
aby mohla naklast vajicka. Ve stadiu imaga je klisté velice odolné proti hladu
(v nékterych pfipadech dokaze hladovét az vice nez jeden rok). Jeho télo
je pokryto zfasenou koZzovitou kutikulou, ktera mu umozhuje zvétSovat svuj
objem. Proces sani je zajiStén bodavé sacim ustrojim, které se nazyva

hypostomus. Je opatfen senzorickymi brvami, jimiz klisté hleda vhodné misto
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k pfisati. Nez zvoli spravné misto ke svému uchyceni, mize uplynout nékolik
desitek minut az hodin. Soucasné se zabodnutim hypostomu do kize hostitele

vypousti enzym ixodin, ktery brani srazeni krve. (5, 9, 10)

2.3 Vztah mezi klistétem a bakterii

Jak jiz bylo zminéno, vyvojovy proces klistéte Ize rozdélit do tfech €asti: jsou
jimi larva, nymfa a imago. V kazdém z téchto stadii klisté saje pouze jednou,
po uUplném nasyceni se prfemeéni ve stadium nasledujici (jedna-li se o larvu
¢i nymfu) nebo naklade vajiCka v pfipadé jiz dospélého klistéte. Pfenos borelii
je prakticky mozny do kazdého vyvojového stadia klistéte, dokonce
i do nakladeného vaijicka, ten ale nebyva tak Casty. V pfipadé larev dochazi
k infikovani 1-4% jejich celkového poctu. Jakmile se larvy pfisaji na svého
hostitele, ¢imz je nejCastéji néjaky hlodavec, vypoustéji do jeho téla spolu
se svymi slinami smés chemickych latek, které slouzi jako signal pro borelie.
Ty vstupuji do krevniho fecCisté a putuji do mista pfisati larvy, kudy se dostavaji
spolu s jejich potravou (krvi) do stfevni tkané klistéte, kterou okamzité
kolonizuji. Klistata vlastni specialni receptor (TR) a obsahuji latku TROSPA.
Receptor se vaze s proteiny, které se nachazeji na povrchu borelii. K nakazeni
kliStéte mulze prakticky dojit v jakékoliv fazi jeho zivota. Za nékolik hodin
po prisati nakazeného klistéte na Clovéka se pak borelie dostavaji do kuze
hostitele. Ve chvili, kdy télo zaznamena pfitomnost bakterii, se spusti zanétliva
reakce napf. v podobé typické skvrny zvané erythema migrans. Pokud borelie
v téle hostitele preziji, zaCnou se Sifit do jeho rlznych c&asti, nejCastgji

do kloubu, nerva, mozku ¢&i srdce. (1, 4, 10, 11)
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3 KLINICKY OBRAZ

Bakterie rodu Borrelia maji vyznamnou schopnost rozpoznat prostredi,
ve kterém se pravé vyskytuji. Jsou velice citlivé na zmény, ke kterym v daném
prostfedi dochazi. Tato schopnost muze byt z d&asti dana procesem
tzv. chemotaxe. Spirochety jsou velice citlivé na chemické zmény, at’ uz jsou
jimi pfitahovany, nebo naopak odpuzovany. RozliSuji latky, které jsou potfebné
pro jejich obzivu, tedy cukry, tuky atd. i latky, které jsou pro né Skodlive,
napfiklad vysoké koncentrace kysliku. DalSi zajimavou schopnosti je to,
Ze borelie jsou schopny rozliSit rGzné druhy bunék svého hostitele, coz jim také
umozniuje vybrat si tkan, ve které se usadi. Obvykle se jedna o klouby, o¢ni
sklivec, mozkoveé pleny nebo srdeCni tkan, tedy hlavné tkané bohaté

na kolagen.

Vyskyt tohoto onemocnéni je hlasen celoro¢né zejména kvuli své inkubacni
dobé, ktera trva od 1 do 300 dnl. Nejvice se ale objevuje v letnim obdobi, tedy
od Cervna do zafi. Postihnout mize kteréhokoliv Clovéka v jakémkoliv véku,

at' uz se jedna o muze ¢i zenu. (1, 2, 7, 9, 13, 14)

3.1 Stadia lymeské boreliézy

NejCastéji se lymeskd nemoc rozdéluje do tfi stadii: rané neboli Casné
lokalizované, diseminované a pozdni perzistentni. Rané stadium se projevuje
béhem nékolika dna €i tydnl od pocCatku infekce. Borelie jsou v téle jen malo
rozSifené a pfiznakem zde muze byt napfiklad typické erythema migrans
neboli "byCi oko". V diseminovaném stadiu se pak bakterie postupné Sifi
do celého organismu. V této fazi onemocnéni se jiz vytvareji protilatky,
na pocatku IgM a pozdg&iji, cca po Sesti tydnech IgG protilatky. BEhem pozdniho
stadia se mlze zacit projevovat tzv. acrodermatis chronica athropicans (ACA),
tedy poSkozeni kuze, které se vyznaCuje vyznamnou atrofii. Prubéh
onemocnéni je ale u kazdého Clovéka individualni. Nékteré faze onemocnéni
mohou chybét nebo k nim muUzZe dochazet az po mésicich ¢i letech

od pocatecniho infikovani klistétem. (1, 15, 16)
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3.1.1 Casné lokalizované stadium
Pro c¢asné lokalizované neboli rané stadium Iymeské Dborelidozy
zanedlouho po proniknuti borelii do téla. Objevuje se ale pouze u nékterych
pacientl, a pokud neni zahajena léCba, skvrna asem sama vymizi. DalSi
moznosti je vyskyt pfiznakd napadné podobnych chfipce, jako je nevolnost,

unava, nadmérné poceni, bolest hlavy a dalsi. (15, 17, 18)

3.1.2 Diseminované stadium
V tomto stadiu, ke kterému dochazi obvykle po nékolika tydnech,
se bakterie dostava do mnoha organt v lidském téle. Infekce je schopna
se manifestovat v nervovém systému, kde zpulsobuje napfiklad vznik
meningitidy, encefalitidy nebo tzv. Banwarthova syndromu. Muze také dochazet
k dalSim koznim projevim nebo k zanétim Slach, svalu a kloubl nebo dochazi
ke konjuktivitidé neboli zanétu spojivek. Asi u 8% pacientl se pak borelidza

muze projevit jako kardialni onemocnéni. (17, 18)

3.1.3 Pozdni perzistentni stadium
Pfiznaky pozdniho stadia se mohou projevit po mésicich, nékdy az letech.
Témér vzdy zde dochazi ke vzniku polyneuropatii a posSkozeni kloubd,
nejcastéji kolena, loktu nebo ramena. Muze dochazet také k postizeni kuze,
konkrétné se jedna o ACA objevujici se nejCastéji na akralnich castech
konCetin. K tomuto stadiu dochazi vétSinou pouze vyjimecné, napfiklad

u pacient, ktefi sou€asné trpi jesté jinym onemocnénim. (16, 19, 20, 21)

3.2 Postizeni klize

Ve chvili, kdy se borelie dostavaji do téla hostitele, se zacnou Sifit tkanémi.
Jejich pohyb se projevuje jiz zminénou typickou skvrnou zvanou erythema
migrans (viz pfiloha 1). Tento znak se ale nevyskytuje u v3ech pacientu.
Nicméné kdyz se typické erythema objevi, téméf jistté se jedna
o lymeskou borelidzu. Obvykle je zbarvené do svétle Cervené barvy, vyjimecné
pak do modrofialova. Vznika v misté, kde doslo k pfisati klistéte, a muaze

dosahovat znaénych rozmérid. Ma obvykle ostré ohraniCeni s centralnim
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vybledem. Nékdy je doprovazeno nizkou hore€kou, mirnou zimnici a unavou.
VétSinou je erytém pouze pocateCnim upozornénim na rozbihajici se boreliozu.
Muze tedy sam odeznit i bez 1éCby antibiotiky. Je znamo vice druh( erythema
migrans: anularni (viz pfiloha 1), makularni a koncentricky. Kromé této skvrny
muze dochazet také k jinym koznim projevim tohoto onemocnéni. DalSim
pfikladem je tzv. boreliovy lymfocytom, ktery Ize jinak také nazvat
lymphocytoma cutis a objevuje se v podobé& modroCervenych uzlikd. U déti
se lymfocytom vyskytuje nejCastéji na usnim laltcku (viz pfiloha 2), u dospélych
pak na prsni bradavce, kde mize zpusobovat bolest. V postizenych oblastech
dochazi k nahromadéni lymfocytd a dalSich zanétlivych bunék. Lymfocytom
muUze byt projevem i jinych pfipadl, napfiklad €asto vznika po ockovani
Ci tetovani. V pripadé lymeské borelidzy se vyskytuje méné Casto nez ostatni
kozni projevy, avSak zaznamenan byl zejména ve vychodni Evropé. Poslednim
koznim pfiznakem lymeské borelidzy je tzv. acrodermatitis chronica atrophicans
(ACA), ktera se Castéji rozviji u zen nez u muzu. U déti se projevuje pouze
vyjimecné. NejCastéji se vyskytuje ve formé kozniho zanétu predlokti, nohou
Ci prstl. Po nékolika mésicich bez |éCby mize zanétliva faze prechazet ve fazi
atrofickou, ve které je kize velmi slaba az prlsvitna. V postizeném misté se pak
snizuje poCet mazovych a potnich zlaz a prestavaji zde rust chlupy. Oblast je
velice citliva i na malé ranky, které mohou zpuUsobit Spatné se hojici viedy.
Zminéné kozni projevy jsou nejCastéji zplsobeny druhem Borrelia afzelii.
(1,7, 14, 22)

3.3 Postizeni kloubt

K dal$im projevim lymeské nemoci patfi postiZzeni kloubu. Tato forma je
nejCastéji zplsobovana druhem Borrelia burgdorferi sensu stricto. Bakterie
se dostavaji pod synovialni membranu kloubu, kde nasledné aktivuji leukocyty
a vyvolavaji aktivitu zanétlivych cytokinu (jako je IL-1 ¢i TNF-a) a hydrolytickych
enzymu. Vlivem plUsobeni zminénych latek pak dochazi k ni¢eni bunék kloubni
chrupavky. V pfipadé, Ze v této fazi nejsou borelie zni€eny pfisluSnymi
antibiotiky, muze onemocnéni prejit v perzistujici infekci, ktera vyvolava
opakované zanéty kloubl &i jejich pfechod do chronického stadia. NejCastéji
jsou zasazené oblasti velkych kloubu jako je koleno, hlezno, rameno, zapésti

Ci  loket. Postizeny mohou byt ale také napfiklad Slachy.
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PfemnozZené borelie se v téchto oblastech projevuji tfemi riznymi zpusoby.
K bolestivym stavim muze dochazet napfiklad bez jakychkoliv nalezi
na kloubu ¢i jeho okoli. Tento stav se oznacuje jako artralgie. Mize byt
obCasna, migrujici i trvala a témér vzdy ji doprovazi unava, slabost,
nevykonnost, nékdy i horeCnaté stavy. DalSim klinickym projevem muze byt
artritida, coz je kloubni zanét doprovazeny otokem zplUsobenym zmnoZenim
kloubniho vypotku ¢i zesilenim kloubniho pouzdra, zpuUsobujici bolest
a omezeni pohybu napadeného kloubu (viz pfiloha 3). Artritida se muze
projevit jak v Casné fazi, tak v pokrocilejSich stadiich infekce. Ve stadiu pozdni
diseminované infekce, které probiha s odstupem nékolika mésicl az roku, pak
muUze pfechazet v chronickou formu. K tomu dochazi nejCastéji u pacientd,
u kterych byla |éCba antibiotiky neuspéSna nebo nelze pfitomnost borelii
prokazat. Soucasné s artralgii i artritidou mize probihat jiz zminéna ACA nebo
zmény struktury kosti jako je napf. ztluSténi periostu, které lze prokazat

rentgenem. (1, 4, 7)
3.4 Postizeni nervového systému

Spirochety zpulsobujici lymeskou boreliozu mohou napadat také nervovy
systém. V takovém pfipadé vznika tzv. neuroboreli6za, ktera je nejCastéji
zpusobovana bakterii Borrelia garinii. Po priniku do nervového systému, kde
bakterie se pohybuji v mozkomisnim moku, poSkozuji neurony, mozkomisni
pleny i miSni kofeny. Kromé centralni nervové soustavy mizou borelie napadat
také periferni nervy. Klinické pfiznaky neuroboreliézy mohou byt rizné. Vznikat
muze jiz do jednoho mésice od nakazy. Pokud se nemoc objevi v ¢asném
diseminovaném stadiu onemocnéni, projevuje se nejcastéji obrnou licniho
a statoakustickeho nervu Ci pozanétlivym posSkozenim nervu zrakoveho.
V pfipadé, Ze se nevyskytne pro boreliozu typické erythema migrans, byva
pfriCina obrny zaménovana za izolovanou idiopatickou periferni obrnu licniho
nervu a boreliova infekce zUstava nelécena. V ¢asném diseminovaném stadiu
lymeské nemoci pak Casto, hlavné u dospélych osob, dochazi ke vzniku
tzv. Bannwarthova syndromu. Ten se projevuje bolestmi hlavy a nervovych
kofenu, zejména v oblasti kréni patefe. Nékdy jej mlize provazet obrna svall

nebo hlavovych nervli, nechutenstvi a unava. V pozdnim diseminovaném stadiu
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pak muze dochazet ke vzniku viceloZiskového postiZzeni nervového systému.

NejCastéji se popisuje vznik myelopatie i encefalopatie. (1, 3)
3.5 Postizeni dalSich organt

Kromé jiz zminénych organu, mohou borelie postihovat také oci, usi
nebo srdce. Do srdce se borelie dostavaji ve druhém stadiu boreliézy a klinické
pfiznaky jsou velmi podobné jinym onemocnénim kardiovaskularniho systému.
Typické jsou napfiklad poruchy srde¢niho rytmu, myokarditida
nebo perikarditida. Tyto projevy pak zpusobuji bolesti na hrudi, dusnost
nebo podmifiuji vznik synkop. DalSim projevem lymeské boreliozy muze byt
postizeni oka, které byva velmi riznorodé a jeho vyskyt je mozny v kazdém
stadiu onemocnéni. V ¢asném stadiu onemocnéni dochazi nedlouho po vyskytu
erythema migrans k tzv. konjuktivitidé, tedy zanétu spojivek, ktera je Casto
doprovazena edémem viCek. V pokrocCilejSich stadiich je mozny vznik
zavazneéjSich poruch funkce oka, mezi které patfi napfiklad parézy
okulomotorickych nervd, neuropatie optického nervu, uveitida €i méstnava
papila. Ta muize doprovazet meningitidu, pfi které dochazi k nitrolebni
hypertenzi, vlivem &ehoz pak papila vznika. | kdyz k vétSiné oCnich projeva
lymeské nemoci dochazi az v pokrocilejSich stadiich, v pfipadé vyskytu béhem
C¢asného stadia Ize prokazat pfitomnost bakterie pfimo v oku. Pokud se bakterie
dostane do usi, Casto zde zpUsobuje hu€eni nebo Selest. Nékdy v dusledku

tohoto problému dochazi ke vzniku zavraté. (1, 2, 18, 14)
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4 TERAPIE

Lécba lymeské borelidzy, stejné jako IéCba kterékoliv jiného onemocnéni,
by méla byt zahajena co nejdfive od vzniku infekce. Ne vZdy je ale tato nemoc
odhalena jiz v raném stadiu, proto je IéCba jednotlivych fazi onemocnéni Casto
odlisna. (4)

4.1 Druhy antibiotik

Idedlni C€as pro nasazeni antibiotik je obdobi déleni bakterii, nemoc
ale mohou vyvolavat také spici zarodky, které nemuseji byt jednorazovou
léCbou zniCeny. Proto je nékdy potfeba léCebny antibioticky proces opakovat.
Typ antibiotik se voli podle toho, ktery organ je bakteriemi napaden a o které

stadium onemocnéni se jedna. (1, 5)

V pfipadé, Ze je onemocnéni zjisténo jiz v rané fazi, podava se obvykle
doxycyklin. Uziva se peroralné a v pripadé potieby se muze podavat
i dlouhodobé. Také ale mluze drazdit zaludecni sliznici. U t€hotnych a kojicich
Zen a déti do 8 let se uziva amoxicilin. Lze jim podat také erytromycin
¢i azitromycin, které jsou citlivéjSi pro déti s alergii na nékterou ze sloZzek
antibiotik - napfiklad tetracykliny nebo peniciliny. V pfipadé postizeni kloubu
nebo nervového systému se diky u€innému praniku do likvoru a synovialni
tekutiny podava ceftriaxon, cefotaxim nebo penicilin G. K uzivanym
penicilinovym antibiotikim se pak pfidava jesté metronidazol, ktery snizuje

moznost vyskytu cyst.(1, 6, 7)

4.1.1 Lécba postizeni klize
V pfipadé postizeni kiize je nutné rozlisit, o které ze tfech zminénych
se konkrétné jedna. Erythema migrans a lymphocytoma boreliensis se obvykle
|éCi po dobu 14-21 dni. V8echny formy antibiotik jsou v tomto pfipadé podavany

peroralné. Rozdilné jsou také zplsoby davkovani :
Amoxicilin 3 krat 1 g po 8 hodinach.
Doxycyklin 2 krat 100 mg po 12 hodinach nebo jednorazové 200 mg.

Fenoxymetyl penicilin se uziva 3 krat po 1000 mg
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Cefuroxim axetil 2 krat po 500 mg.

Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA) muze byt zaléCena takée
amoxicilinem nebo doxycyklinem se stejnym davkovanim jako v pfipadé
ostatnich koznich poskozeni (viz vySe). Doba léCby zde ale trva 21-28 dni.
Dalsi moznosti 1écby ACA je intraven6ézni podani ceftriaxonu
1x 2000 mg, cefotaximu 3 krat 2000 mg po 8 hodinach nebo penicilinu
4 krat 5 mil.j. po 6 hodinach. Intravendzni IéCba se provadi po dobu 14 - 21 dni.
(1, 14, 18)

4.1.2 Lécba postizeni kloubu

V pfipadé lymeské artritidy, tedy postiZzeni kloubu, je doba IéEby minimalné
4 tydny. Nejprve se podava Doxycyklin 2 krat denné po 100 mg. Pokud
jej pacient Spatné snasi nebo se u néj projevuje alergicka reakce, méni se
na amoxicilin v davce 3 krat 500-1000 mg denné, nebo na cefuroxim, ktery
se uziva 2 krat 500 mg denné. V pfipadé, ze léCba peroralnimi antibiotiky
nezabira, pouzije se aplikace intravendzni. Doba lécby je v tomto pfipadé
15-30 dnd. O selhani terapie lymeskeé artritidy Ize uvazovat az za delSi ¢asové
obdobi, tedy napfiklad po 2 - 3 mésicich od skonceni antibiotické IéCby. Pokud
systémovymi projevy borelidzy, voli se ihned IéCba parenteralni. Jedna se
o draselnou sul benzylpenicilinu 20 mil.j./den, ktera je rozdélena do 4 davek
nebo o tzv. cefalosporiny 3. generace. To je typ antibiotik, ktera maiji SirSi zabér
nez cefalosporiny ostatnich generaci, proto se v bézné praxi nepouzivaji.
Obvykle trva 14-28 dni, podava se ceftriaxon v jedné davce a mnozstvi 2 g/den
nebo cefotaxim, ktery je rozdélen do tfi davek po 8 hodinach a mnozstvi
6 g/den. (1, 2, 4, 6)

Postizeni kloubl, at' uz artritidy nebo artralgie, odeznivaji po dobu nékolika
mésicu. Je tedy mozné, Zze néktefi pacienti maji pfetrvavajici problémy i né&jaky
Cas po zaléCeni infekce antibiotiky. Opakovani léCby by se mélo zvazovat
az ve chvili, kdy lIze s jistotou fici, Ze se jedna o perzistujici boreliovou infekci.
Vhodné je také doplnit béZnou antibiotickou terapii fyzioterapeutickym cviCenim

a cilenou rehabilitaci postizenych kloubu. (2, 18)
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4.1.3 Lécba postizeni nervového systému

Pokud je postizeni nervového systému, tedy neuroboreliéza, potvrzena
typickym nalezem bakterii v moku a dalSimi metodami, kterymi jsou napfiklad
sérologie €i PCR, ihned se nasadi parenteralni |éCba. Jedna se o ceftriaxon
v davce 2 g/den, ktery je podavan po dobu dvou tydn(. V pfipadé dalSich potizi
¢i pozitivnim nalezu v mozkomisnim moku je Ize podavat i po dobu tfech tydnu.
DalSi z moznosti parenteralni 1&Cby je cefotaxim nebo ceftizoxim po dobu
dvou tydnu. U lymeské borelidézy, zejména pak pokud postihuje pravé nervovy
systém, mohou vznikat obavy z perzistence bakterii. Proto se po skonceni
parenteralni 1éCby €asto nasazuji dalSi antibiotika. Mize se jednat napfiklad
o doxycyklin, ktery se podava po dobu 14-21 dna v davce 200 mg/den. DalSi
moznosti doléCeni je peroralni podani cefuroxim v davce dvakrat 500 mg/den.
V nékterych pfipadech se zkouSely ruzné druhy chemoterapeutik,
napfiklad metronidazol nebo néktera antimalarika. K neuroboreliéze patfi také
typicky unavovy syndrom, ktery Ize FeSit podanim imunomodulancii, kterymi
jsou napfiklad prinozin, levamizol a dalSi. V nékterych pfipadech se pfipousti
i kratkodobé uzivani kortikosteroidl, které maji protizanétlivé a imunosupresivni
ucinky. Pokud je neuroboreli6za provazena néjakym typem deprese, mohou

pacientlim ulevit antidepresiva. (1, 4, 7, 9)

V pfipadé rozvinuté neuroborelidzy, ktera je provazena depresemi
a pfipadné také posSkozenim pohybového aparatu s poruchami hybnosti, ¢asto
pomahaji pacientum pobyty v laznich. PFiznivé puasobi lazné, které maiji
zkuSenosti s IéCbou nemocnych, jez trpi potizemi po prodélanych infekénich
chorobach. Pfikladem takovych zafizeni na naSem uzemi jsou napfiklad lazné
v Bardéjové, Jeseniku, Karviné, Teplicich, Treboni nebo Janské Lazné.
Pozitivni |éCebné ucinky pfinaSi ale také lazné na Slovensku, napfiklad

ve vyhlaSenych Piestanech. (4)

4.1.4 Lécba postizeni ostatnich organt
Jak jiz bylo zminéno, borelie mohou postihovat také dalSi organy. Pokud
je bakteriemi napadeno srdce, jedna se o tzv. lymeskou karditidu. Ta je obvykle
lé€ena doxycyklinem po dobu 14-21 dni, jedna-li se o leh¢&i formu. V pfipadé
tézsich forem se podava penicilin-G v davce tfikrat 3 g/den po stejnou dobu
jako doxycyklin. DalSi Ié¢ba je pak udavana podle typu postizeni srdce.
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V nékterych pfipadech je nutna doasna zevni kardiostimulace. Pokud se jedna
napfiklad o tachyarytmii, jsou podavana antiarytmika a souCasné se provadi
kontinualni monitorace. V pfipadé srdecCni nedostateCnosti musi byt navozena

vazodilatacni a diureticka |éCba spolu se sou€¢asnou oxygenoterapii. (1, 4, 7)
4.2 Prirodni lééba lymeské boreliézy

Kromé antibiotické léCby je znamo také par ucinnych bylin, které mohou
poslouzit jako léCba doplnkova. K uplnému IéCebnému rezimu jej uzivaji hlavné
lidé, kterym antibioticka léCba selhala, odmitaji antibiotika uzivat nebo k nim
maji Spatnou snaslivost, avSak neni védecky prokazané, ze IéCba pomoci bylin
pravdu funguje. U nékterych jedinch muaze napfiklad dochazet
k potizim v gastrointestinalnim traktu, hlavné podrazdéni Zaludku. Proto je velmi
dulezité i zde dodrzovat pfesné davkovani a pfi pfipadnych potizich jej snizit.
DalS$i kontraindikaci pfirodni IéCby mUze byt také téhotenstvi. Pro podporu |éCby
lymeské borelibzy jsou znamy hlavné tfi byliny: pravenka latnata
(Andrographis), kfidlatka japonska (Polygonum cuspidatum) a kocCi¢i drap

(Uncaria tomentosa). K doplhkovym bylinam pak patfi kozinec a smilax. (4)
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5 PREVENCE

NejlepSi prevenci onemocnéni lymeskou boreliézou je vyhybani se klistatim
a jejich prisati. Proto je vice nez vhodné se napfiklad pfed vypravou do lesa
chranit pouzitim repelentd a nosit zde oble€eni, které nam co nejvice zakryva
kazi. V pfipadé, ze k prisati klistéte i pfes tato opatfeni dojde, je vhodné jej
odstranit co nejdfive. Nejprve se misto pfisati vydezinfikuje. Vhodny
je napfiklad pfipravek Jodisol, pouzit se ale muiUzZze i bézna dezinfekce
jako je napfiklad Septonex. Poté se pomoci pinzety a krouzivého pohybu klisté
pomalu snazime odstranit, aniz bychom jej pfetrhli nebo néjak poskodili.
Po odstranéni se postizené misto opét dezinfikuje a po nékolik dalSich dni,
radéji vSak tydnu se sleduje, jestli zde nedochazi k zarudnuti €i tvorbé erytému
(viz pfiloha 4). (2, 5, 10, 12)

Prvni zkuSenost s vakcinou proti lymeské borelioze probéhla v roce 1990
v USA, ta se dala ale pouzit jen na psy a nebyla doporu¢ovana k humannim
ucelim. Az v roce 1998 byla opét v USA nalezena moznost vakcinace,
tentokrat také Clovéka. Navzdory jeji funkénosti byla v roce 2002 jeji vyroba
zastavena. Jako dlvod byla uvedena nedostate¢na poptavka po vakciné.
Skuteénym davodem bylo ale udajné to, Zze vakcina zpusobovala
u nékterych ockovanych jedincl projevy tohoto onemocnéni a méla negativni

ucinky na srdecni ¢innost. (1, 10)

V souCasné dobé se do vyvoje vakciny proti lymeské nemoci zapojuje také
Ceska republika. V roce 2014 vyhral projekt s nazvem "Rekombinantni vakcina
proti lymeské boreliéze" 3. misto v soutéZi NejlepsSi spoluprace roku. Jedna se
o vakcinu, ktera navozuje dostateCnou hladinu protilatek u mysi, pst a kocek
proti ttem zakladnim kmenum bakterii zpusobujicich toto onemocnéni. Na trhu

by se méla objevit v roce 2019, prozatim ale pouze pro veterinarni ucely. (8)
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6 DIAGNOSTIKA

Stejné jako fada dalSich onemocnéni i diagnostika lymeské boreliézy ma
urCita uskali. Napfiklad to, ze protilatky ve tfidé IgM maji pouze kratky
biologicky polo¢as, Casto tedy signalizuji akutni fazi infekce. V krvi
se manifestuji béhem tfetiho tydne od poc€atku infekce, k jejich vrcholu dochazi
obvykle kolem Sestého tydne a od osmého tydne opét mizi. Naopak protilatky
IgG mohou pretrvavat v téle mnohem déle, roky az desetileti a to i po uspésné

zaléCené infekci. (1, 7)

K diagnostice lymeské borelidzy se vyuzivaji fady metod, které funguji

na principu pfimém ¢i nepfimém. (15)
6.1 Metody primé

Pfimé metody diagnostiky slouzi k prikazu borelii v biologickém materialu,
kterym muze byt napfiklad mo€, likvor, krev, Kkloubni vypotek
nebo tekutina sklivce v pfipadé postiZzeni oka. K pfimému prikazu se vyuzivaji
metody kultivace, svételné nebo elektronové mikroskopie, histologicky prukaz
nebo metody DNA-hybridizace a polymerazova fetézova reakce. Obecné
se v8ak pro nizkou zachytnost v bézné praxi pouzivaji méné nez metody

nepfimé. (1, 2)

6.1.1 Kultivace borelii

Kultivace téchto bakterii se obvykle vyuziva zejména pro vyzkumné ucely.
V klinické praxi se uziva vétSinou pouze pro potvrzeni diagnézy. Jedna se
0 pomérné narotnou metodu. Kultivacni pady pro rast borelii musi byt
obohacené o kraliCi nebo koriska séra, ktera jsou zbavena protilatek proti nim.
Soucasné jsou do pud pfidavany aminokyseliny a vitaminy. Nejprve se provadi
kultivace staticka po dobu 14 dnl, kdy dochazi u bakterii k intenzivnimu
narlstu. Poté se pfechazi na kultivaci kontinualni s pouzitim novych puad
a Ctyfdennim intervalem. ROst bakterii je ovlivnén spoustou fyzikalnich
i chemickych faktorl jako je osmoticky tlak, sluneéni svétlo, ultrafialové zareni,
oxidoredukéni potencial, pH, které by mélo byt 7,5 a samoziejmé teplota, ktera

by se méla pohybovat kolem 34-35°C. Odbéry pro kultivaci bakterii se musi
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provadét vzdy za sterilnich podminek, at uz se jedna o jakykoliv biologicky
material. V nékterych pfipadech se podafilo bakterie vykultivovat pfimo
z klistéte. (1, 2, 7)

6.1.2 Svételna mikroskopie v zastinu
Tato metoda se nejCastéji pouziva k prukazu pohyblivych borelii pfimo
v klistéti. Jeji pomoci lze stanovit, v jakém vyvojovém stadiu se klisté nachazi
a jak moc infikované je. Mikroskopicky se vySetfuji hlavné klistata z urcitych
lokalit, ktera jsou dodavana napfiklad z hygienickych stanic. Pozitivni nalezy

jsou pak jesté ovérovany pomoci PCR metody. (1, 2)

DalsSim mikroskopickym vySetfenim je metoda podle Larssona a Bergstroma,
ktera je zalozena na dvoufazové optimalizované centrifugaci spirochet z krve
nebo nasatych klistat. Prvni centrifugovani je provadéno pfi 500 g a trva
5 minut. Supernatant je tak zbaven erytrocytd a vétSina borelii zlstane
v plazmé, ktera se pfenese do nové zkumavky. Druha centrifugace probiha
pfi 5000 g po dobu 10 minut. Vznikly pelet se pak muze rozetfit na sklicko,

obarvit a mikroskopovat nebo jej Ize pouzit ke kultivaci ¢i PCR metodé. (1, 24)

6.1.3 Elektronopticky priikaz
Pomoci elektronového mikroskopu se stanovuje zejména morfologie
bakterie, tzn. jeji stavba, pocCet bi¢ikl a stavba bunééné membrany. Principem
elektronoptického prikazu je reakce antigenu s monoklonalni protilatkou.
Pouzivanym materidlem mohou byt tenké ultrafezy nebo bunéény sediment,
ktery se ziskava centrifugaci. K barveni se wvyuzivd 1% kyselina

fosfowolframova nebo 1-8% uranylacetat.

Imunosorbentni elektronova mikroskopie (ISEM)  vyuZiva specifickou
protilatku, ktera je navazana na pevném sorbentu. Tim je v tomto pfipadé
mikroskopicka sitka s formvarovou blankou. S touto protilatkou pak antigen
reaguje. Nasledné dochazi k dalsim reakci antigenu, tentokrat
s monoklonalni protilatkou, ktera je oznacena imunohistochemicky

nebo barvena koloidnim zlatem. (1, 2, 7, 24)
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6.1.4 DNA - hybridizace
Metoda DNA-hybridizace pfimo prokazuje pfitomnost deoxyribonukleové
kyseliny (DNA). Vyuziva se préba, ktera je uméle vytvorena z DNA mikroba
a oznacCena radioaktivnim izotopem se znamou sekvenci. Proba je fixovana
na membranovém nosici, kterymi jsou nejCastéji nitrocelul6za nebo Cipy.
Materialem k provedeni této metody byva nejCastéji krev, izolovat se muze ale

takeé z likvoru, moc€e nebo kloubniho vypotku. (1,2)

6.1.5 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Jedna se o metodu, ktera je mnohem citlivéjSi nez DNA-hybridizace. | zde
se prokazuje DNA borelii. K nejuspésnéjSim zachytim dochazi hlavné
v pfipadé vySetfeni kloubniho vypotku, méné uspésSné jsou pak zachyty
v mozkomiSnim moku. PCR wvyuziva cyklické stfidani teplot, pfi kterém
se mnohonasobné mnoZzi cilova DNA-sekvence. K provedeni metody je potfeba
enzymu DNA -polymeraza a také pfislusnych primerd. Nevyhodou je hlavné to,
Ze velmi snadno dochazi ke kontaminaci vzorku, proto se musi dbat

na pfipravnou fazi vySetfeni. (1, 25)
6.2 Metody neprimé

Nepfimé metody diagnostiky lymeské borelidzy jsou mnohem citlivéjsi, tedy
i vyuzivangjS§i v rutinni praxi nez metody pfimé. Na principu
imunoenzymatického prukazu specifickych antiboreliovych protilatek funguje
metoda ELISA nebo nepfima imunofluorescence IFA. DalSi z nepfimych metod
je takzvany Westernblot (WB), ktery se povazuje za nejspolehlivéjsi.
V souCasné dobé se diagnostika lymeské boreliozy opira pravé o tyto
sérologické metody, pfimé metody pak slouzi spiSe jako doplnkové

nebo se vyuzivaji k vyzkumnym uceldm. (1, 23)

6.2.1 Neprima imunofluorescence
Nepfima imunofluorescence je zaloZzena na principu reakce protilatek IgM
a IgG se substratem, ktery obsahuje borelie a je nanesen na sklicku. Protilatky
znacCené fluorescencnim barvivem se pak projevuji bud zelené&, pfi pozitivnim

nalezu borelii, nebo Cervené v pfipadé negativity. V bézné praxi se ale
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imunofluorescence neuziva, hlavné proto, Zze ma vyrazné nizSi senzitivitu

i specificitu nez ostatni nepfimé metody. (1, 2)

6.2.2 ELISA

ELISA je jeden z nejuzivangjSich sérologickych testl, zejména diky své
vysoké citlivosti. Funguje na principu prukazu specifickych antiboreliovych
protilatek IgM i IgG imunoenzymatickou reakci. Protilatky Ize prokazat
v krevnim séru, likvoru nebo kloubnim, tedy synovialnim vypotku pacienta.
V soucCasné dobé se na trhu vyskytuje fada komercnich souprav umoznujicich
pouziti této metody, napfiklad soupravy od firmy Test-Line, Abott, Euroimmun
atd. Soupravy €asto vyuzivaji antigen OspA (31, 32, 32,5 kD), OspC (22, 23, 25
kD) a dal$i. Nevyhodou vyuziti téchto antigenu je jejich schopnost zpusobit
zkfizenou reaktivitu s jinymi viry nebo bakteriemi jako je napfiklad Treponema
pallidum zpUsobujici onemocnéni syfilis. Vlivem této vlastnosti pak muze

dochazet k faleSné pozitivnim vysledkum. (1, 2, 23)

Senzitivita ELISA metod se zvysSila diky vytvoreni testl s rekombinantnimi
antigeny VISE, OspA, OspC, OspE a DbpA. Vyhodou pouziti téchto antigent je
i potlaCeni zkfizené reaktivity. Nevyhodna je ale jejich nedostatecna specificita
pro ruzné druhy borelii a také protilatky proti jednotlivym antigenum, které
se v nékterych pfipadech objevuji pozdéji nebo je nelze stanovit vubec.
K vylou€eni faleSné negativnich ¢i pozitivnich vysledki se vyuziva metoda
Westernblot. (1, 7)

6.2.3 Westernblot (WB)

Westernblot je metoda, kterou se konfirmuji vSechny pozitivni a hrani¢ni
protilatky. Casto se provadi spoleéné s vysetfenim ELISA. Ta slouZi zejména
k vyhledavani, WB je pak metodou ovéfrovaci. Aby tedy byla diagnostikovana
lymeska boreliéza, musi vyjit pozitivné vySetfeni u obou téchto metod a zaroven
lékaf musi posoudit klinické projevy onemocnéni. Bohuzel i zde se hife
zachycuji protilatky, které se vyskytuji pozdéji nebo vlbec, i presto je ale WB
citlivéjS§i nez metoda ELISA. Funguje na stejném principu, v pfipadé
Westernblotu ale nejsou vyuzivany mikrotitraéni desticky, ale antigeny jsou

navazany na imunoblotovych stripech. (1, 25)
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PRAKTICKA CAST

7 CILE PRACE

Jako cile své prace jsem zvolila:
Shromazdit a zpracovat informace o daném tématu
Pfipravit pfehled o moznostech prakazu lymeské boreliézy
Vyhodnotit vzorky pacientt vybranymi metodami

Ziskat prehled o problematice a moznostech prukazu tohoto onemocnéni
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8 METODIKA

8.1 Biologicky material

Vysledky vySetfeni obsahuji pacientské vzorky z celého roku 2016.
VySetfeni se provadéla ve Fakultni nemocnici Plzen na oddéleni sérologie
a parazitologie. Pouzitym materialem byl punktat, sérum a likvor. VySetfovalo se
metodami Westernblot a ELISA.

8.2 ELISA test

Test ELISA je zaloZen na reakci antigenu s protilatkou. Je znamo vice druh
tohoto testu, v tomto pfipadé byla vyuzivana tzv. sandwichova ELISA.
Ta obsahuje pevnou fazi v podobé mikrotitracni destiCky, na kterou jsou
navazany specifické antigeny. Pokud pfislusny vzorek obsahuje protilatky, které
stanovujeme, dochazi k reakci antigen-protilatka po pfidani vzorku do jamek

destiCky. Soucasti je také znacena protilatka. (26, 27)

8.2.1 Princip testu EIA

K provedeni testu se vyuziva mikrotitraCni destiCka, v jejichz jamkach jsou
navazany antigeny, na které se vazi specifické protilatky obsazené ve vzorku.
Poté se na tento komplex vaze pfidana zvifeci protilatka proti lidskému séru
(IgG, IgM), ktera je oznaCena kienovou peroxidazou. Tato reakce je pak
detekovana pomoci chromogenniho substratu s TMB (tetramethylbenzidin).
Jedna-li se o pozitivni vysledek, dojde k modrému zabarveni. Nasledné
se pfida tzv. zastavovaci roztok kyseliny, ktery jej zméni na Zlutou barvu.
Intenzita zbarveni se méfi na fotometru pfi vinové délce 450 nm a je umérna

koncentraci specifickych protilatek IgG/IgM ve vzorku.

V pfipadé, ze se stanovuje antiboreliova protilatka tfidy 1gG, vyuziva
testovaci souprava kombinaci antigent Borrelia burgdorferi s.l.: VISE, p83,
vnitfniho flagelinu — p41li, p39, OspC a pl7. Pokud je testovanou protilatkou
IgM, vyuzivaji se antigeny: OspC, vnitfniho flagelinu-p41li a p39. (26, 27)
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8.2.2 Potiebné vybaveni a reagencie

Pouzivané, komercné dostupné soustavy jsou tvoreny :

Potazenou mikrotitraéni desti€kou s navazanym antigenem 12 x 8 jamek.

Po dvou kusech se susSidlem.

Negativni kontrolou, kterou je roztok bez specifickych lidskych protilatek

proti boreliim, ve 2 ml.

Cut - off, tedy roztok obsahujici specifické lidské protilatky proti borelioze

v hraniénich koncentracich, ve 3 ml.
Pozitivni kontrolu se specifickymi lidskymi protilatkami proti boreliim ve 2 ml.

Konjugat, coz je roztok se zvifecim imunoglobulinem proti lidskym IgG

nebo IgM. Znaceny je kfenovou peroxidazou a je zde obsazen ve 28 ml.
Redici roztok - pufr obsahuijici stabilizatory bilkovin, 1 x 105 ml.

TMB - Complete, jednoslozkovy substratovy roztok, ktery obsahuje

tetramethylbenzidin a peroxid vodiku. Vyskytuje se v objemu 28 ml.
Promyvaci roztok, koncentrovany pufr, 2 x 75 ml.

Zastavovaci roztok, ktery obsahuje kyselinu, ve 28 ml.

(26, 27)

Testy EIA byly provadény na analyzatoru DSX ve Fakultni nemocnici Plzen.
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Obr. €. 1: Analyzator DSX pro test ELISA

Zdroj: Foceno ve Fakultni nemocnici Plzen Bory

Pokud neni k dispozici analyzator a metoda se provadi manualnég, je kromé

pristrojového vybaveni je potfeba vyuzit také :
Termostat
Stopky
Promyvaci zafizeni
Jedno a vicekanalové pipety od 10 do 1000 pl
Fotometr

(26, 27)
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8.2.3 Priprava pracovnich roztoku a redéni vzorkd
Promyvaci roztok se fedi v poméru 1+19. V pfipadé, Ze se v ném vytvofi
krystalky soli, je potfeba jej zahfat a rozpustit ve vodni lazni pfed provedenim

testu. Konjugat ani TMB - Complete se dale nefedi.

Pozitivni ani negativni kontrola se jiz nefedi, stejné tak Cut - off. Vzorky sér
se fedi pomoci fediciho roztoku v poméru 1+100. Pokud je testovanym
materialem mozkomisni mok (likvor), fedi se v poméru 1+1 s fedicim roztokem.
V pfFipadé stanoveni specifickych protilatek ze synovialni tekutiny kloubl se fedi

v pomeéru 1+20 a 1+40 s fedicim vzorkem. (26,27)

8.2.4 Pracovni postup
V dnedni dobé se vyuziva spiSe automatizovanych postupu, ale test Ize

provadét i rucné:

1) Po nafedéni vzorku pfisluSnym roztokem je potfeba pfipravit mikrotitracni

desticku podle pfislusného pracovniho schématu :

Prvni jamka, tedy A1 zlstava prazdna. Vyuziva se jako blank

neboli slepa zkouska.

Do druhé jamky, kterou je B1, napipetujeme 100 ul negativni

kontroly.

Ve ftfeti a Ctvrté jamce, tedy C1 a D1 bude po 100 pl
Cut - off.

Do jamky E1 se pak napipetuje 100 ul pozitivni kontroly.

Zbyvajici jamky se vyplni pfisluSnymi, spravné nafedénymi vzorky,

které se takeé pipetuji po 100 pl.
2) Desticka se pfrikryje vickem a necha se inkubovat 30 minut pfi 37°C

3) Po skonceni inkubace se obsah jamek odsaje a pomoci promyvaciho
roztoku se 5 krat promyje. Je potifeba jamky plnit az po okraj, aby doSlo
k dikladnému promyti.
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4) Nasledné se do vSech jamek kromé jamky A1, ve které je umistén blank,

napipetuje po 100 pl konjugatu.

5) Opét se desticka prikryje vickem a dochazi ke druhé inkubaci. Opét
se jedna o 30 minut pfi 37°C.

6) Poté se opét odsaje obsah jamek a promyji se, opét 5 krat.

7) Nyni se do vSech jamek vCetné A1, ve které je umistén blank, napipetuje
100 pl substratu TMB - Complete.

8) Dochazi ke treti inkubaci, tentokrat ale jen po dobu 15 minut pfi 37°C.

9) Po skonceni inkubace se do vSech jamek pfida zastavovaci roztok,
opét 100 pl.

10) Idealné do 30 minut po pfidani zastavovaciho roztoku se méfi intenzita
zbarveni roztoklh v jamkach na fotometru pfi vinové délce 450 nm

proti blanku, ktery je umistén v jamce A1. (26, 27)

8.2.5 Vyhodnoceni
Vysledky testu u sér a likvorl se hodnoti pomoci indexu pozitivity (IP), ktery
se pocita délenim absorbance pfisluSného testovaného vzorku primeérnou
absorbanci Cut - off. Pokud je index pozitivity mensi nez 0,9, pak je vysledek
negativni. Vyjde-li v rozhrani mezi 0,9 - 1,1 jde o hrani¢ni hodnoceni. V pfipadé,

Ze je IP vySSinez 1,1, je vysledek pozitivni.

Pokud vyjde hrani¢ni vysledek, je potfeba test zopakovat za 3 - 6 tydni

z nového odbéru materialu. (26, 27)
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V pfipadé vySetieni ze synovialni tekutiny (punktatu) je potfeba vyhodnotit
index pozitivity ze dvou raznych Fedéni vzorku: 1+20 a 1+40. Hodnoti se podle

nasledujici tabulky :

Tab. 1 Interpretace vysledkl vySetifeni synovialni tekutiny

Redéni 1+20 Redéni 1+40 Celkové
Vzorek
IP IP hodnoceni
Vzorek X <1,0 <1,0 negativni
Vzorek Y >1,0 <1,0 hraniéni
Vzorek Z >1,0 >1,0 pozitivni

Zdroj : TEST LINE- navod na provedeni EIA Borrelia recombinant IgG/IgM.
8.3 Westernblot

Jedna se o velmi citlivou metodu, ktera je schopna zachytit i velice malé
a vyuziva se zejmeéna tehdy, kdyz pfi vySetfeni metodou EIA vyjde hranicni
Ci pozitivni vysledek, tedy hlavné jako metoda potvrzovaci. V soucasnosti
je dostupna v mnoha komerénich soupravach, které snizuji jeji narocnost,

ale jsou pomérné nakladné.

8.3.1 Princip metody
Soucasti komeréni soupravy znacky EUROLINE jsou testovaci stripy, které
jsou potazeny antigeny. V prvnim kroku dochazi k inkubaci vzorkd spole¢né
se stripy, a pokud jsou ve vzorku pfitomné protilatky 1gG Ci IgM, navazuji se
na prislusné antigeny. Ty se pak detekuji pomoci protilatek proti lidskym I1gG
nebo IgM, které jsou znacené enzymem a jsou schopny vyvolat barevnou
reakci. (28, 29)

8.3.2 Potiebné vybaveni a reagencie

Komercné dostupné soupravy obsahuiji :
Testovaci stripy, které jsou potazeny antigeny, po 32 ks.
V pfipadé testovani protilatek IgM jsou vyuzivany antigeny: p41, p39, OspC

Ba, OspC Bb, OspC Bg a VISE. (28)
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V pfipadé testovani protilatek IgG jsou to: pl18, p19, p20, p21, p58, OspC
(p25), p39, p83, LBb, LBa, VISE Bg, VISE Bb a VISE Ba. (29)

Pozitivni kontrolu, coz je lidska protilatka IgM ¢&i IgG a je 50 krat

koncentrovana - 2x 0,04 ml.

Enzymovy konjugat, kterym je 10 krat koncentrované anti-lidské IgG/IgM

znacené alkalickou fosfatazou. V objemu 2x3 ml
Univerzalni pufr, ktery je koncentrovany 10 krat, ve 100 mi
Substratovy roztok - 2x 30ml

(28, 29)

Obr. €. 2: Vyhodnoceni metody Westernblot pomoci EUROLiIneScan-Protokol
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Zdroj: Foceno ve Fakultni nemocnici Plzen Bory
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8.3.3 Priprava pracovnich roztoku a redéni vzorki

Pfed pocCatkem fedéni je potfeba nechat vSechny reagencie alespon
30 minut vytemperovat na pokojovou teplotu, ktera se pohybuje od 18 do 25°C.
Poté je potfeba naredit univerzalni pufr, ktery je 10 krat koncentrovany a fedi
se destilovanou vodou v poméru 1+10. Pomoci nafedéného pracovniho pufru
se pak fedi dalSi roztoky. Kontrola, ktera je 50 krat koncentrovana se fedi
v poméru 1+50 s univerzalnim pufrem a enzymovy konjugat (10 krat
koncentrovany) se s pufrem fedi v poméru 1+10. Substratovy roztok se fedit
nemusi, ale je potfeba ho po pouZziti ihned zavrit, jelikoz jeho slozky jsou citlivé

na svétlo.

Kromé reagencii je potfeba naredit také vzorky. K tomu slouzi nafedény
univerzalni pufr. Pacientskym vzorkem je nejCastéji sérum, které se fedi

v poméru 1+50, méné punktat v poméru 1+5 nebo likvor v poméru 1+4. (28, 29)

8.3.4 Pracovni postup
Test probiha na analyzatoru Profiblot a kromé bodu 1 a napipetovani vzorki

v bodé 4 se vSe provadi automaticky.

1) Z dodavanych komer&nich setu se vyjme potfebny pocet stripu. Ty se pak
umisti do prazdnych zlabka vanicky. Je potifeba, aby byl kazdy strip dukladné

popsan.

2) Poté se do inkubacni vani¢ky napipetuje 1,5ml univerzalniho roztoku

a necha se inkubovat 15 minut za stalého kyvani pfi pokojové teploté.
3) Po 15 minutach se odsaje ze zlabkl vSechen obsah.

4) Pak se kazdy Zlabek naplni nafedénymi vzorky. PFfidavaji se také
v objemu 1,5 ml a nechaji se inkubovat 30 minut pfi pokojové teploté
za stalého kyvani.

5) Po skonceni inkubace se veSkera tekutina ve Zlabcich opét odsaje.
Je potfeba jednotlivé zlabky promyt. To se provadi pomoci univerzalniho pufru
v objemu 1,5 ml za stalého kyvani.Celkem dochazi k promyti 3 krat

po 5 minutach.

37



6) Dale se do Zlabkl pfida enzymovy konjugat a opét se necha inkubovat

za stalého kyvani 30 minut pfi pokojové teploté.

7) VSe se opét odsaje a promyje univerzalnim pufrem za stalého kyvani

3 krat po 5 minutach.

8) Posledni pipetovanou reagencii je roztok substratu opét v objemu

1,5 ml. Ten je potfeba inkubovat za stalého kyvani pouze 10 minut.

9) Pak dochazi ke stopovaci reakci. Znovu se odsaji veSkeré roztoky
a dochazi k promyvani 3 krat po 1 minuté. Tentokrat k promyti poslouzi

destilovana voda.

10) Na zavér se testovaci stripy pfemisti na vyhodnocovaci protokol,

kde se nechaji uschnout a poté se vyhodnoti pomoci pfislusného softwaru.
(28, 29)

8.3.5 Vyhodnoceni
Vysledky tohoto testu se hodnoti pomoci sofwaru EUROLineScan.
To, zZe test probéhl tak, jak mél, Ize poznat podle zabarveni kontrolnich prouzku
(kontrola provedeni testu a kontrola pfislusné tfidy — IgG nebo IgM). Pokud
je hodnoceni prouzku negativni, pak je potfeba test zopakovat. Vyhodnoceni
u protilatek IgM a IgG se lisi. (28, 29)

Na stripech jsou v pfipadé testovani protilatek IgM umistény antigeny :

VISE Bb, vysoce purifikovany antigen Borrelia burgdorferi (Bb), ktery

je rekombinantné vyrobeny.

P41 Ba, coz je nativni flagellin (p41) a p39, nativni BmpA (p39) Borrelia afzelii
(Ba).

OspC Ba, OspC Bb a OspC Bg, purifikované, vysoce specifické nativni
antigeny OspC (p25) Borrelia afzelii (Ba), Borrelia burgdorferi (Bb) a Borrelia
garinii (Bg).
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Kontrolni prouzky IgG nebo IgM, tedy anti-lidské IgG nebo anti-lidské IgM,
k urCeni pfitomnosti vySetfované tfidy protilatky k rozpoznani jedincl

se syndromem protilatkové nedostateCnosti.
Inkubaéni kontrola, ktera indikuje spravné provedeni inkubace.
(28)

Pokud vyjde pozitivita u antigen OspC Ba, OspC Bb nebo OspC Bg, jde
o pozitivni vysledek protilatek IgM. Mlze dochazet k vzacnym pripadum, kdy
v Casnych stadiich infekce dochazi ke slabé nebo negativni reakci protilatek

IgM a antigenu OspC. To se pak feSi nasledovnym postupem :

Tab. 2 Vyhodnoceni protilatek IgM metodou Westernblot

Specifické antigenni prouzky:
Vysledek protilatek P39, VISE Bb
1 prouzek zadny prouzek
pozitivni
prouzek antigenu Pozitivni pozitivni
OspC Ba pozitivni
nebo
OspC Bb OspC Ba nebo OspC Bg Pozitivni hraniéni
nebo slabé pozitivni
OspC Bg B ]
prouzek antigenu Pozitivni negativni
negativni

Zdroj : EUROIMMUN - Navod k testu pro Anti-Borrelia EUROLINE-RN-AT (IgM)
V pfipadé IgG jsou na stripech umistény antigeny:

VISE Ba, VISE Bb a VISE Bg, coz jsou rekombinantné vyrobené a vysoce
purifikované antigeny. VISE z Borelia afzelii (Ba), Borelia burgdorferi (Bb)
a Borelia garinii (Bg).

Z membranové frakce byly extrahovany lipidy Borelia afzelii (Ba) a Borelia
burgdorferi (Bb). Protilatky proti lipididm Borelia se ¢asto vyskytuji v pozdni fazi
infekce.

Elektroforeticky purifikovany nativni protein p83 z Borelia afzelii (Ba).

39



Elektroforeticky purifikovany nativni flagelin (p41) a nativni BmpA (p39)
z Borelia garinii (Bg).

Elektroforeticky purifikovany, vysoce specificky nativni OspC (p25) z Borelia
garinii (Bg).

Rekombinantné vyrobené, vysoce specifické antigeny Borelia burgdorferi,
cisténé afinitni chromatografii. Jméno antigenu a genové umisténi: p58, p21,
p20, p19 a pl8.

Kontrolni prouzky IgG nebo IgM, tedy anti-lidské IgG nebo anti-lidské IgM,
ur€eni pfitomnosti vySetfované tfidy protilatky k rozpoznani jedincl

se syndromem protilatkové nedostateCnosti.
Inkubaéni kontrola indikujici spravné provedeni inkubace.

(29)
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Pokud vyjde pozitivita u antigenu VISE, jedna se o pozitivni vysledek IgG.
V Casnych, obCas ale i pozdnich stadiich lymeské boreliozy dochazi ke slabé
pozitivni nebo negativni reakci IgG protilatek s antigenem VISE. V takovych

pfipadech se postupuje nasledovné :

Tab. 3: Vyhodnoceni protilatek IgM metodou Westernblot

Specifické prouzky antigenu:
Vysledek protilatek p18, pl9, p20, p21, p58, OspC (p25), p39, p83, Lipid
Bb, Lipid Ba
2 nebo vice 1 prouzek pozitivni zadny
prouzkil prouzek
pozitivnich
Prouzek antigenu pozitivni Pozitivni pozitivni
VISE Ba pozitivni
nebo Prouzek antigenu pozitivni Pozitivni negativni
VISE Bb slabé pozitivni
nebo Prouzek antigenu pozitivni Hraniéni negativni
VISE Bg negativni

Zdroj: EUROIMMUN - Navod k testu pro Anti-Borrelia EUROLINE-RN-AT (IgG)
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9 VLASTNI VYSLEDKY

Material ke zpracovani mi byl poskytnut ve Fakultni nemocnici Plzen
na oddéleni sérologie a parazitologie. Jedna se o vzorky séra, punktatu i likvoru

z celého roku 2016. Vzorky byly vySetfeny metodami ELISA a Westernblot.

Nasleduijici graf zachycuje pozitivitu onemocnéni v roce 2016. Vysledky byly
potvrzeny testy ELISA i Westernblot. Testovani se provadélo zvlast
pro protilatky IgM a 1gG. U nékterych jedincl bylo tedy onemocnéni zachyceno

v pocatcich, u nékterych déle.

Graf 1 : Pocet pozitivnich pacientl (IgG nebo IgM) v roce 2016

Pocet pozitivnich pacientl v roce 2016

m Pocet pozitivnich
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Zdroj : Vlastni

Graf 1 udava pocet nemocnych v obdobi roku 2016. Nejvétsi pocet
pozitivnich vysledkd byl hlavné v letnich a podzimnich mésicich, zejména proto,
Ze klistata rodu Ixodes jsou v tomto obdobi nejvice aktivni. NevyluCuji se ale
ani pozitivni vySetfeni po zbytek roku, jelikoZ infekce nemusi byt odhalena

ihned. Z toho dlivodu mohou byt néktefi pacienti vySetfovani nékolikrat.
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V nasledujicim grafu jsou zachyceny vysledky vySetfeni, které bylo

provedeno metodou ELISA. Jedna se o mésic Cervenec, srpen a zafi, kdy byl

zachycen nejvy$Si pocet pozitivnich vysledka (viz graf €. 1). V grafu

je zobrazeno vysSetieni protilatek IgM a IgG u celkem 90 pacientl. Ve tfidé IgM

vySel pozitivni vysledek u 35 pacientll, tedy u necelych Cd&tyficeti procent

vySetfovanych. V IgG tfidé byl pocet pozitivnich vysledkd menSi, pouze 21, coz

je necelych 25%.

Graf 2 : Vysledky testu ELISA
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Graf Cislo 3 udava procentualni zastoupeni pouzitého materialu v testu
ELISA. Nejvice vyuzivanym i dostupnym materialem je sérum, méné pak likvor

a punktat.

Graf 3: VySetfovany material metodou ELISA
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V grafu Cislo 4 jsou zaznamenany vysledky metody Westernblot.
Touto metodou bylo zkoumano celkem 45 vzorkl, které byly také odebrany
v ¢ervenci, srpnu nebo zafi. VySetfeni bylo provedeno na pfitomnost protilatek
IgM i IgG. Ve tfidé IgM vySel pozitivni vysledek u 25 pacientli, coz odpovida
zhruba 55%. Tfida IgG obsahovala o tfi pozitivni vysledky vice.

Graf 4: Vysledky testu Westernblot
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Graf €islo 5 udava prehled vyuzitého materidlu k vySetfeni. Procentualné
opét vede sérum, stejné jako tomu je u metody ELISA.

Graf 5: VySetfovany material metodou Westernblot
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10 DISKUZE

PFi diagnostice lymeské borelidzy je vice nez dulezité vzajemné posouzeni
vysledku sérologickych testl s klinickymi projevy onemocnéni. V pfipadé, Ze se
u pacienta projevi jeden Ci vice pfiznaku typickych pro lymeskou nemoc, jako
je napfiklad erythema migrans nebo boreliovy lymfocytom, IékaF neni povinen
Cekat na vysledky vySetfeni a muize zahgjit antibiotickou lécbu ihned.
V nékterych pfipadech vSsak |lékar stanovi odliSnou diagnézu i tehdy, kdy vyjdou

testy pozitivni.

Je tfeba si uvédomovat také mozny vznik tzv. zkfizené reaktivity, ke které
dochazi napfiklad s bakteriemi rodu Treponema nebo Leptospira. FaleSné
pozitivni vysledky IgM protilatek pak mohou vznikat také v dusledku infekéni
mononukleézy nebo u autoimunitnich onemocnéni, kterym je napfiklad

systémovy lupus erythematodes.

Casto dochazi také k tomu, Ze protilatky IgM i IgG se vyskytuji i v séru
zdravych pacientd, ktefi nakazu nikdy neprodélali nebo u téch, jejichz nemoc jiz
byla diagnostikovana a zaléena. V nékterych prfipadech jsou protilatky

prokazatelné i fadu let po prodélani infekce.

Diagnostika lymeské boreliézy ma fadu uskali, zejména v pfipadé, Ze se
u pacienta nevyskytuji typické klinické pfiznaky tohoto onemocnéni, a i pfesto,
Ze testy vychazeji pozitivné, mohlo by se jednat o jiné onemocnéni. Proto je

velmi dulezité dbat na srovnani vysledkd s klinickymi pfiznaky.

Potize mlze zpusobit napfiklad fakt, Ze protilatky IgM se v séru vyskytuji
v pocatku infekce pouze u poloviny postizenych. Pokud se hladina IgM
protilatek u nékterych jedinci nezvySi a jsou v tomto obdobi testovani

na borelidézu, hrozi, ze testy vyjdou negativni a infekce nebude odhalena.

Naopak protilatky 1gG mohou pretrvavat v téle mnohem déle, roky
az desetileti, a to i po uspésné zalécené infekci. V tomto pfipadé naopak hrozi,

Ze budou za pozitivni oznaceni i ti, ktefi nemoci netrpi.
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ZAVER

Lymeska borelioza patfi mezi jedny z nejvice rozSifenych antropozoonoz
v Evropé. Jedna se o onemocnéni prenasené v CR klistétem rodu Ixodes, které
do téla hostitele v pfipadé nakazy pfenasi spirochetalni bakterie rodu Borrelia,

zpusobujici toto onemocnéni.

Mezi nejvice ohrozené jedince patfi hlavné lidé, ktefi se Casto pohybuji
v pfirodé, pfedevsim v lese. V souCasné dobé neexistuje Zadna ucinna vakcina
proti lymeské nemoci, avSak nékteré védeckeé instituce se zabyvaji jeji tvorbou.
Prevenci je pfedevSim vhodné obleceni, které zakryva vétSinu kuze, a pouziti

repelentnich pfipravka.

Diagnostikovat toto onemocnéni Ize pfimymi i nepfimymi metodami. Nejvice
jsou vyuzivany nepfimé, sérologické metody, kterymi jsou ELISA a Westernblot.

Lécba lymeské borelidzy se feSi podanim antibiotik.
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ACA acrodermatitis chronica atrophicans (chronické onemocnéni kiize)
Bbsl Borrelia burgdorferi sensu lato

IL-1 Interleukin 1

TNF- a tumor necrosis factor a, tedy faktor nadorové nekrozy

IFA nepfima imunofluorescence

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay

WB Westernblot

EIA Enzyme immunoassay

TMB tetramethylbenzidin
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PRILOHY

Priloha 1: Typické erythema migrans.

Zdroj: (https://osuemed.wordpress.com/tag/erythema-migrans/)

Priloha 2: Boreliovy lymfocytom (lymphocytoma cutis) na usnim lalt¢ku ditéte.

Zdroj: (http://www.remedia.cz/Images/Articles/Main/vtextu20060412055949.jpQg)



Priloha 3: Oteklé koleno v disledku lymeské artritidy.

Zdroj: (http://www.remedia.cz/Images/Articles/Main/vtextu20060412060342.jpg)

Pfiloha 4: Spravny postup pfi odstranovani klistéte.

1. Nejprve si pripravte specialni
klesticky nebo pinzetu a navlék-
néte si gumové rukavice.

2. KIlisté zakapnéte desinfekci.

3. Pak ho uchopte pinzetou
co nejblize k povrchu klize
a viklavymi pohyby jej pomalu
a opatrné vytahnéte z klze.
Snazte se, abyste ho nepfetrhli.

4. Misto pfisati je vhodné opét
potiit desinfekci. Klisté zlikviduj-
te bezpeénym zplsobem (napf.
splachnutim do WC, nebo
spalenim).

Zdroj: www.pozorkliste.cz

FSME-IMIAUN 0.5 i BAXTER, FSME-IMMUN 0,25 mi BAXTER.

Vakelny proti ki Lédiva fithe: i 2
Vydej f6€ivého piipravka (vakciny) je vézdn na lékafsky predpi, Vakciny aplikuje (iker. Peciivé prodtéte 2
pbalavou informaci. H

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



Priloha 5: Povoleni sbéru informaci ve Fakultni nemocnici Plzen
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