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SEZNAM ZKRATEK

ACA — acrodermatitis chronica atrophicans

ASPHLD — Association of state public health laboratory directors
ATB - antibiotikum

B.b. — Borrelia burgdorferi

B.b.s.s.; s.l. - Borrelia burgdorferi sensu stricto, sensu lato
B.gar., af. — Borrelia garinii, afzelii

BAT - borreliacidal antibody test

BBK 32, 50 - fibronektin vazajici protein

BL - borreliovy lymfocytom

BSK II — Barbour — Stonner — Kelly médium

CDC - Centres for Disease Control

CIK — cirkulyjici imunokomplexy

CMYV - cytomegalovirus

CNS - centralni nervovy systém

CSF — cerebrospinalni fluidum

DAB - diaminobenzidin

DbpA, B - decorin binding protein A, B

EBV — Ebstein — Baar virus

ECM - erythema chronicum migrans

EIA — enzyme immunosorbent assay

ELISA - enzyme linked immunosorbent assay

ELMI - elektronova mikroskopie

EM - erythema migrans

EMIBA - enzyme linked, IgM capture, immnunocomplexes, biotinnylated
antigen asaay

Erp — OspE and OspF releated protein

Fla A, B - flagelin A, B

hLFA - 1a — human lymphocyte function associated antigen - 1o
HMW — protein vysokomolekularni hmotnosti

HsP - heat shock protein

HSV - herpes simplex virus

IFA — immunofluorescence assay
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LA — lymeska artritida

LB - lymeska borreliéza

LD - lyme disease

MAC - membranu atakujici komplex
MEP - main extracellular protein

MHC — main histocompatibility complex
Mol. hm. — molekulova hmotnost

NB — neuroboreliéza

nd - neprovedeno

NM - nitrocelulézovi membrana

Osp — outer surface protein

PCR - polymerace chain reaction

PNS - periferni nervovy systém

r — rekombinantni

RA - revmatoidni artritida

SF — synovial fluid (synovialni tekutina)
SLE - systémovy lupus erythematodes
TLR 2, 4 - tool like receptor

TMB - tetrametylbenzidin

WB — western blot



1. UVOD A CiL PRACE

Lymeska borreliéza (LB) & lymeska nemoc ptedstavuje relativné novy globalni
zdravotni problém. V soucasné dob& je nejastéj$im onemocnénim prendsenym
klistaty v Severni Americe a Evropé (27).

Onemocnéni bylo nazvadno lymeska nemoc podle malého mésta Lyme ve staté
Connecticut (USA), kde byl na pocatku osmdesatych let zkouman epidemicky
vyskyt zanétlivé arthropatie u déti a dospélych (5). Pivodce choroby byl poprvé
izolovan z kliStéte roku 1982 a dva roky poté byl novy bakterialni druh zafazen do
rodu Borrelia a oznacen po svém objeviteli jménem Willy Burgdorfer. Borrelia
burgdorferi (27,30).

Boreliéza je multisystémové onemocnéni zpusobené mikroacrofilni.
gramnegativni spirochetou z Fadu Spirochetales — Borrelia burgdorferi sensu lato
(B.b.s.l.) (5). Na zakladg fady molekularnich biologickych metod byla spirochéta
Borrelia  burgdorferi sensu lato rozdélena na téi ndsledujici  klinicky
nejvyznamnéjdi druhy: Borrelia burgdorferi sensu stricto (B.b.s.s.. viechm
americké kmeny), Borrelia garinii a Borrelia afzelii (evropské kmeny véetné
B.bsss) (4,5,27,34,64). Tyto jednotlivé druhy se &asto spojuji s typickymi
klinickymi piiznaky. B.b.s.s. nejobvykleji zpilisobuje zinéty kloubl (lvmeské
mono-, polyartritidy - LA), srde¢ni obtiZe a koZni projevy (erythema migrans
EM), B. afzelii je prakticky jedinou pfi¢inou acrodermatitis chronica atrophicans
(ACA) a mezi dominantni kilinické projevy B. garinii patfi neuroborelioza
(4,5,27). Takové rozdéleni viak neni striktni, pouze je nejb&Znéjsi.

Véasna diagnéza a terapie EM aéinnymi antibiotiky (ATB) je nezbytna
k prevenci chronickych srde¢nich, neurologickych a kloubnich obtiZi (60). Rutinni
laboratorni diagnostika vyuZivd nejvice nepfimého prikazu specifickych
protilatek tfidy IgG a IgM v séru pacienta metodou ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay) nebo EIA (enzyme immunosorbent assay) nasledovanou
imunoblotingem (b&zné western blot — WB) (32). Je-li vysledek nejasny miZe byt
doplnén metodami piimého prikazu borelii napf. elektronovou mikroskopii,
kultivaci ¢ polymerazovou fetézovou reakei (PCR). Jde o velmi diskutabilni a
pomémné ekonomicky naroéné moZnosti diagnostiky s relativné nizkou vytéznosti
(32,50).



Cilem této prace je vzajemné porovnani vysledkl laboratorniho testovani a
klinickych projevii LB v souboru pacienti Fakultni nemocnice Hradec Kralové
v kralovehradeckého regionu. Mou snahou je pfiblizit na souboru 116 pacientu
nejvyznamnéj$i klinické projevy lymeské nemoci v nasem regionu, vysledky
sérologickych vySetfeni a zjistit €etnost testovanych boreliovych antigeni ve

vztahu ke klinickym projeviim LB.



2. TEORETICKA CAST

2.1. HISTORIE LYMESKE NEMOCI

Prvni zminku o lymeské borreliéze u¢inil dermatolog Buchwald, ktery publikoval
popis acrodermatitis chronica atrophicans. Né&kolik let poté byly také popsany
dalsi kozni projevy, lymfocytom a erythema migrans (5).

Swellengrebel pojmenoval v roce 1907 novy rod organismu Borrelia k pocté
A. Borrelovi. Po srovndni s jinymi rody jako je Treponema a Leptospira, byl tento
rod zafazen do fadu Spirochetales (23).

Nasleduyjici desetileti objevii novych klinickych piiznaki a celé fady teorii a
ndzorl o pii¢inné souvislosti tohoto multisystémového postiZeni vedla
k zasadnimu objevu v osmdesatych letech, kdy Steere se svymi spolupracovniky
zkoumali z&nétlivé artropatie epidemického razu u 39 déti a 12 dospélych, ktera
zaséhla oblast pobliz méste¢ka Lyme (Connecticut). VétSina déti trpéla juvenilni
revmatoidni artritidou ve spojeni s erytémem. Vé&dcim neunikla skuteénost, Ze
oblast je typicka rozsifenim klidt'at rodu fxodes dammini (nyni Ixodes scapularis)
(3).

Vroce 1982, Willy Burgdorfer a jeho kolegové poprvé izolovali baktérii
zplisobyjici LB, ktera velmi zahy byla po svém objeviteli pojmenovéana Borrelia
burgdorferi (27,30).

Dermatologické formy onemocnéni byly poprvé popsany ve Skandinavii a
v Némecku, neurologické postiZeni ve Francii a v Némecku a revmatologické
pfiznaky ve Spojenych statech (52).

Zlomovym okamZikem pro diagnostiku bylo setkani CDC/ASPHLD v roce
1995 v Dearborn Michigan, které zavedlo dvoufdzovy protokol k popisu

onemocnéni a vymezilo pro LB klinicki a laboratorni kritéria (32).



Tab.2.1.1.: Historické mezniky lymeské borrelidzy dle let a autorii (vybér) (5)

rok objev autor

1883 | Prvni objev idiopatické atrofie kiize, pozdéji Buchwald
oznacené jako acrodermatitis chronica
atrophicans (ACA)

1894 | Lymphocytosis benigna cutis Spiegler

1907 | Objev rodu Borrelia Swellengrebel

1909 | Erythema migrans Afzelius

1971 | Zavedeni techniky kultivace borrelii Kelly

1975 | Epidemicka artritida Steere

1982 | 1zolace Borrelia burgdorferi v klistéti Ixodes Burgdorfer
dammini

1984 | Pritkaz protilatek v séru nemocnych s lymeskou | Ackermann
borreliozou

1987 | Doporucen nazev lymeské borrelidza (11I. Mezinarodni konference, New
York)

1988 | Prvni prikaz borrelie ve tkani Duray a Steere

1995 | Vymezeni klinickych a laboratornich kritérii lymeské borreliézy na
CDC/ASPHLD setkani v Dearborn Michigan

2.2. BIOLOGIE BORRELJA BURGDORFERI

2.2.1. Obecna mikrobiologie

Borrelia burgdorferi je mikroaerofilni, gramnegativni, kultivacné néaro¢na

spirochéta vyznadujici se helikdlnim (spiralovitym) tvarem o délce 10 — 30 pm a

Sifce 0,2 — 0,25 pum (64) a tupym aZ zaspicatélym zakon¢enim (30).

Tzv. S — vrstva (surface — povrchova) bez charakteristického substrukturalniho
vzoru pfiléhd na vnéj$i membrinu tvofenou tfemi vrstvami. Ta je sloZena
ze 45,9 % proteind, z 50,75 % lipidi a z 3,33 % jinych uhlovodiki. Obklopuje

periplazmaticky prostor, tvofenych podtem 7 — 9 bigikil, umoziiujicich borrelii
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pohyb, a protoplazmaticky vdlec. Biiky, prochézejici pod vné&j3i bun&tnou
sténou, jsou upevnény do bazalnich disku a také davaji borrelii serpentinovy tvar
(30). Velkd pruZznost membran ji umoZiiuje kromé& pohybu také tvorbu cyst a
vyluéovani membranovych vezikuli, které spirochéta vystavuje ze stejnych slozek

jako buné&énou sténu, a obsahuji plazmidovou vybavu (5).

Obr. 2.2.1.1.: Borrelia burgdorferi ( odkaz €.1)

Genom typického kmene je mezi bakteriemi unikdtni a mezi jednotlivymi
druhy nalézdme urit€ odliSnosti. Av3ak nékteré rysy, jako napf. typické
plazmidy, jsou spirochétdm B.b.s.l. spole¢né. Napi. Borrelia burgdorferi sensu
stricto kmen B31 obsahuje linearni chromosom o velikosti 911 000 bp a
21 plazmid (9 cirkuldrnich a 12 linedrnich) o riznych velikostech vice neZ
613 000 bp, celkem tedy 1,5 Mbp (27).

Mikroaerofilni borrelie rostou in vitro na Barbour — Stoenner — Kellyho pudé
(BSK II) obohacené vitaminy, aminokyselinami, anorganickymi solemi,
N - acetylglukosaminem, sérovym albuminem a kralicim sérem (30).
N - acetylglukosamin je také stavebnim kamenem chitinézniho exoskeletu klistéte
(4). Pii teploté 30 — 34°C optimalni pro mnoZeni a metabolismus, a pfi dostatku
Zivin je generaéni doba 7 — 20 hodin (64). Nejcharakteristi¢t&j$im rysem ristu je
tvar jednotlivych kolonii na povrchu agaru. Jsou 3edé, mélké, snebo bez

vypouklého tmavého stiedu a hladkych ¢&i drsnych okrajii podobné ,sdzenému
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vaji¢ku,,. Kolonie se mohou vyznafovat variabilitou vzhledu vramci izolatu
ziskaného zjediného pacienta. Borrelie ztraci infektivitu dlouhodobym
pasazovanim v zavislosti na riustovych podminkach, vnimavosti zvifete a
odolnosti kmene (30).

Pro virulenci B.b.s.l. jsou vyznamné vné;3i povrchové proteiny bunééné stény
(Osp — outer-surface protein), které umoZiiuji spirochété atakovat savéi buiky, a
bi¢ikové proteiny, které zprostiedkuji Sifeni pohyblivych borrelii v hostitelském
organismu (5,64). Plazmidy nesou geny hlavnich Osp proteini a pomahaji
spirochété¢ adaptovat se a pfeZit ve znatné odlisnych prostiedich, ve
studenokrevném klistéti a v savci.

B. burgdorferi ma tii hlavni Osp proteiny, OspA, OspB, OspC, spolu s OspD,
OspE, OspF a OspG (64). Ddle disponuje vné€j$im a vnitfnim bi¢ikovym
glykoproteinem o molekulové hmotnosti 41 (flagelin — Fla) a 14 kDa. Protein
srozmezim molekulové hmotnosti 83 — 93 kDa je oznaCovan jako hlavni
extracelularni protein (MEP) & protein vysokomolekularni hmotnosti (HMW).
Existen¢né vyznamné jsou glykosaminopeptidy o mol. hm. = 37 kDa (odpovida
FlaA) a mol. hm. = 39 kDa (BmpA), umoZiiujici prinik borrelii do buiiky. Mezi
dileZité proteiny pati proteiny teplotniho Soku (HsP - heat shock proteins) o
molekulovych hmotnostech 66 a 60 kDa (5,29,36).

2.2.2. Borreliové antigeny a jejich funkce

2.2.2.1. OspA

v

OspA je jednim z hlavnich lipoproteinii vnéj$i membrany B.b.s.l. o molekulové
hmotnosti 31 kDa, je pouzivan v serologické diagnostice a pfi vyrobé vakciny.
Bylo popsano osm OspA sérotypl (27). Zvlasté Evropské kmeny jsou v OspA
znaéné variabilni (30). Nekdy se miZe stat, Ze volné protilatky proti borreliim
mohou v CSF chybét, proto je fasto nalézany OspA jako jediny diagnosticky
pouzitelny (15).

OspA hraje dileZitou roli pfi osidlovani stfeva klijtéte borreliemi, nebot’ jim
umoziiuje ukotveni v epitelu stfeva. Saje-li klidt€, sniZuje se exprese OspA, coZ
vede k odpouténi se borrelif od tkdné stieva, které pak putuji do slinnych Zlaz a
odtud do krevniho ob&hu hostitele (60).
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Byla nalezena homologie mezi uréitym epitopem OspA a hLFA —1a antigenem
(human lymphocyte function associated antigen — 1 alpha) a zkiiZené reagujicimi
T-lymfocyty v zanicené synovii. Toto spojeni zfejmé vyustuje v prudky a
prolongovany zanét kloubu v nepfitomnosti Zivych borrelii a mozna indukuje
autoimunitni proces (17,67), perzistujici i po eradikaci spirochét ATB.

OspA je vysoce zohlediiovany kandidat pro pripravu vakciny proti LB.
Neddvna studie ukdzala, Ze vakcina pfipravend z mutantniho kmene
B. burgdorferi, ktery postradal antigeny OspA a OspB, bude chranit kiecky pied
atakem stejnym, ale divokym kmenem, pravé diky pfitomnosti antigenu pl18 a
p39. (49). Testované nonborreliacidni protilatky proti OspA inhibovaly borrelie

v Ustnim Gstroji klidtéte a chranily my$ pred infekei (52).

2.2.2.2. OspB

OspB je rovnéZ antigenné variabilni protein o molekulové hmotnosti 34 KkDa.
Hlavni OspB protein €asto chybi nebo je jen slab& exprimovan. Mize dojit k jeho
ztraté ¢ zméné b&hem kultivace izolatu, podobné i u OspA a OspC proteini (30).

Byva zminovana kombinace HLA-DR 4 a OspA nebo OspB ve spojeni
s chronickou artritidou a nedostate¢nou odpovédi na terapii ATB (2). Pouziti
OspA a OspB antigend mj. zvy$i sensitivitu IgG blotu b&hem prvnich tydnu
infekce az na 95% (35). OspA a OspB spolu s dal3$imi proteiny (OspC. P83.
flagelin) stimuluji protilatkovou odpovéd’ u pacientii s LB (65).

2.2.2.3. 0spC

OspC je predominantni séroreaktivni antigen Casné fdze onemocnéni
s molekulovou hmotnosti lezici mezi 20 a 25 kDa. Pomoci specifickych protilatek
bylo definovéno 16 niznych OspC sérotypli v Evropskych a Severoamerickych
izolatech. OspC je tedy heterogennéj$i nez OspA, zvla§té u kmeni B.b.ss.a
B. afzelii (27). Adaptace na rizné zviteci hostitele a selekéni tlak jeho imunitni
odpovédi je pri¢inou selekce a hlavni silou udrzujici variabilitu OspC (66).
Geneticka banka sekvenci DNA (National Center of Biotechnical information)
uchovava vice nez 100 kmenii z USA a na 300 kmeni z celého svéta (62).
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Pacienti v pozdnim staddiu onemocnéni (s NB nebo sLA) nikdy netvofi
protilatky ze tiidy IgG proti OspC antigenu (36).

Béhem sani klistéte je exprese OspC stimulovana, je nutny pro prunik borrelii
ptes hemolymfu do slinnych Zlaz klistéte, odkud pak prechazeji do hostitele.
Exprese OspC stejné€ jako OspA je podminéna zvySenim teploty a poklesem pH
v diisledku piijmu krve jako potravy (44). Efekt teploty na riiznou expresi OspA a
OspC je zvySen ko-kultivaci B. burgdorferi s burikami klitéte (64).

2.2.2.4. OspD

OspD je lipopolysacharidovy antigen o molekulové hmotnosti 26 — 28 kDa
obsazeny v buné&né stén&, ktery svym lytickym plsobenim umoZfiuje adhezi
k receptorim hostitelskych bunék (61). Je mu pfisuzovana funkce toxinu,

jediného, ktery borrelie produkuji a je podobny botulotoxinu (5).

2.2.2.5. OspE, OspF, Erp — proteiny

B.burgdorferi také exprimuje OspE (28 kDa), OspF (18 kDa) a Erp — proteiny
(OspE— a OspF-releated proteins) béhem séani klistéte, tvofi se v nadbytku pii
migraénim procesu spirochét, v souvislosti se zvysenim teploty z 23°C na 35°C
(31,64). OspE, OspF a Erp nejsou protektivni antigeny. Podléhaji antigennim
zménam po osmi mésicich infekce, zatimco OspA je geneticky stabilni. B&hem
progredujici infekce jsou exprimovany neptetrzit€ (31). Jejich funkce je zatim

neznama (5).

2.2.2.6. Hlavni extracelularni protein

MEP ¢ HMW protein o molekulové hmotnosti mezi 83 ~ 93 kDa miZe byt
pfi¢inou intraceluldrni perzistence borrelii. Gen pro P83 je lokalizovan podobné
jako gen pro flagelin a P39 na chromosomu. Zprostiedkovava adhezi

k receptonim hostitelskych bunék (5).

2.2.2.7. HsP — protein a P60
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HsP — protein je povrchové uloZeny protein o molekulové hmotnosti 66 kDa.
ktery ovliviiuje teplotni zmény, jimZ jsou borrelie vystaveny pfi napadeni savce
klistétem. Je rovnéZ pfitomen u fady baktérii a vtkanich savcu (61). Tyto
molekuly byly zachovany b&hem evoluce, snad protoZe plni diileZité subcelularni
funkce. Protilatky proti HsP se wvyskytuji u pacienti s LB, sonemocnénim
pojivovych tkéni a zanétlivymi stfevnimi chorobami. Diky nizké specifité je
diagnosticky méné€ vyznamny. Existuji pfirozené anti-HsP protilatky, které jsou
soutasti normalniho imunitniho systému (14).

Antigen P60 patfi rovné€Z do rodiny proteinii teplotniho 3Soku, je také
nespecificky, tudiZ plsobi problémy pii hodnoceni vysledki sérologickych testi
(64).

2.2.2.8. Bitikovy protein flagelin

Je imunodominantni antigen spojeny s ranou infekci o molekulové hmotnosti
41 kDa (14). Hostitel tvoii protilatky tfidy IgM v ¢asné fazi infekce (3.- 4. tyden).
syntéza dosahuje maxima 6.- 8. tyden, poté prudce kles4 (61). Je nejobvyklejsim
zdrojem zkfiZenych reakci. Anti 41 kDa protilatky se mohou objevit po expozici
flagelarnim baktériim, které se &asto objevuji subklinicky (14). MiZeme jej nalézt
i u jinych borrelii, u Leptospir a Treponém (65).

Bylo zjidténo, Ze monoklonalni imunoglobuliny proti flagelinu reaguji také
s myosinem, nervovymi axony a riznymi komponentami bazického myelinu, coz
miiZe vést po detekci imunitnim systémem k demyelinizaci nervovych vlaken

s nezvratnymi duisledky chronické NB (61).

2.2.2.9. Antigeny P39 a P37

P39 je glykosaminopeptidovy receptor, ktery borrelie vyuZiva pii ,.coiling
fagocytdze®, kdy se neuplatiiuji lysozomy a mikrotubuly, ale kortex hostitelské
buriky a proces cytolyzy (5). Molekulovou hmotnosti je blizky flagelinu a ve WB
je odpovidajici pruh obtiZné rozeznatelny (36).

P37 protein o molekulové hmotnosti 37 kDa zvy$uje &asnou protilatkovou

odpovéd a odpovidd tzv. FlaA genu. Jde o wvn&jdi plastovy protein
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periplazmatické flagely (22). Jeho piesnd funkce je neznama. Pro 1gG

sérodiagnostiku NB a LA je FlaA velmi sensitivnim antigenem (54).

Lokalizace lipoproteini na povrchu butiky je energeticky nevyhodnd a u vétsiny
gramnegativnich baktérii se nevyskytuje, aviak B. burgdorferi pravdépodobné
vyuziva specificky transportni systém pro jejich pfenos na povrch, ¢imz reguluje
jejich expresi (31).

Rozdily mezi u nas se vyskytujicimi B. garinii a B. afzelii jsou ve fenotypu
povrchovych proteini OspA, OspB a OspC, ve vnitinim fragmentu flagelinu
(Flall) a take v extracelularnim proteinu MEP (69).

Tab. 2.2.1.1. Specifita borreliovych antigent (29)

antigen specifita tFida Ab stadium LB
93 kDa (p83, Vysoce specificky IgG Pozdni chron. I11. stadium
p100)=MEP

72 kDa, 66 kDa, Nespecifické IgG, IgM | Casné a pozdni stadium
62 kDa

60 kDa Nespecifické IgG, IgM | Casné a pozdni stadium

58 kDa Vysoce specificky | IgG, IgM |Neuroborrelidza a II.
Stadium

48 kDa Slabé specificky IgG, IgM |Podpoii pozitivni diagnézu

43 kDa Vysoce specificky | 1gG, IgM | Pozdni stadium

41 kDa (Fla) Omezené specificky | IgG, IgM |Casné a pozdni stadium

39 kDa (BmpA) | Vysoce specificky | IgG, IgM |Casné a pozdni stadium

37 kDa Pochybné specificky IgG Podpofi pozitivni diagnozu

34 kDa (OspB) Vysoce specificky IgM Casné stadium

31 kDa (OspA) | Vysoce specificky IgM  |Casné stadium

30kDa Vysoce specificky IgG Pozdni stddium

29 kDa Vysoce specificky | IgG, IgM |Casné a pozdni stadium

28 kDa (OspE) Vysoce specificky | IgG, IgM |Casné a pozdni stadium

25 kDa (OspC) Vysoce specificky IeM Casné stadium

18 kDa (OspF) | Omezené specificky IgM Podpoii pozitivni diagndzu
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2.2.3. Cirkulujici imunokomplexy

Cirkulujici imunokomplexy (CIK) mohou byt detekovany u fady onemocnéni
véetné LB, vétsinou jsou tvofeny antigenem specifickym pro mikroorganismus a
zrcadlové odpovidajici specifickou protilatkou (9). B. burgdorferi uvoliiuje
nepfetrZit¢ velké mnoZstvi proteinil, coZz je pravdépodobné pfi¢inou produkce
CIK. Ukladani a perzistence CIK se miZe rozvinout v pietrvavajici, obtizné
1é¢itelnou infekcei (8). Byly detekovany v séru, v synovialni tekuting (SF) a v CSF
u pacienti s EM, NB a LA. Kromé flagelinu a proteinii o molekulovych
hmotnostech 23 a 66 kDa, obsahovaly imunokomplexy predeviim OspA protein.
Takové imunokomplexy byly nalezeny u pacienti spozdni LB, coZ ziejmé
vysvétluje chybéjici reaktivitu OspA ve standardnich serologickych testech, nebot’
detekovatelné anti-OspA protilatky jsou zaélenény do CIK (9,10).

2.2.4. Borreliacidni protilitky

Infekce borreliemi indukuje produkei tzv. borreliacidnich protilatek, které aktivuji
komplement vedouci az k tvorbé membranu atakujiciho komplexu (MAC). Tento
komplex zabiji spirochéty bez Ulasti fagocytd. VétSina borreliovych antigend,
které borrelie exprimuji na svém povrchu, stimuluje tvorbu téchto vysoce
specifickych protilatek. BAT test (borreliacidal testy miZe vyznamné pomoci pfi

konfirmaci LB v klinické praxi (12).

2.2.5. Tvorba cyst

B. burgdorferi nemiize syntetizovat mastné kyseliny de novo, sérum je jejich
vyznamnym zdrojem, proto se builkky z 90ti% a do 48 hodin transformuji do
podoby nepohyblivych cystickych forem po inkubaci s BSK II médiem bez
krali¢tho séra. Procento Zivotnosti je rizné, Fada syntetizovanych proteini si
zachovavé antigenicitu (3), aviak lisici se od vegetabilnich in vivo forem. Cysty
nalézame rovnéz v CSF a v tkanich, které neobsahuji dostatek mastnych kyselin a
lipidd (33). Dalsi morfologické zmény, jako je tvorba méchyiky, ,blebs” a
pupentl, jsou také pozorovany, je-li borrelie vystavena fyziologickému stresu

(zmény pH, deplece metabolith) nebo expozici ATB (64). Tyto blebs a pupeny
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obsahuji DNA a jsou schopny vymény genetické informace (33). Bylo téZ
zji§t€no, Ze cysty v erythema chronicum migrans (ECM) nemaji na svém povrchu
OspA, nereaguji tedy s ptisludnymi protilitkami. MuZe jit o cilenou schopnost

téchto cyst vyhnout se rozpoznani imunitnim systémem (3). Cysty B. garinii jsou

povaZovény za infek¢ni a jsou odpovédné za opakované nedspéchy v terapii ATB
a za obvyklé relapsy LB (25).

Obr. 2.2.5.1.: Borreliové cysty po inkubaci s antibiotiky ( odkaz &. 2 )

2.3. EPIDEMIOLOGIE

Lymeska borreliéza patii v souCasné dobé mezi nejcastéjsi infekce piendlené
¢lenovei v mirném pasmu severni polokoule. Symptomy lidského onemocnéni
vyvolané Borrelia burgdorferi sensu lato jsou popisovany v Evropé€ jiZ koncem

19. stoleti (5).

2.3.1. Geografické rozsifeni

Pomoci analyzy genomu (uspofdddni sekvenci DNA) byla metodou rozliSeni
polymorfismu restrikénich fragmentt B.b.s.l. rozdélena na tfi geneticky
determinované druhy: B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B. afzelii (6). Spolu
s B. valaisiana a B. lusitaniae a novym B. bissetii patii mezi druhy
dokumentované v Evropé. B. garinii a B. afzelii jsou zde nejéast&ji popisovanymi
druhy, B.b.s.s.je rozSitena hlavné v zdpadoevropskych zemich (27). Od B.b.s.s. se

vyclenila B. andersonii (6).
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Vzdaleny vychod Ruska a asijské zemé obyvaji B. garinii a B. afzelii.
B. japonica, B. tanukii a B. turdi jsou omezeny na Uuzemi Japonského souostrovi.
kde byla nalezena i B. valaisiana (27). Na jizni polokouli byly piipady LB
popsany v Kolumbii, v Bolivii, v Argenting, v Peru i v Africe a v Australii. ale
spirochéty B.b.s.l. dosud nebyly izolovany (53). Jiné borrelie jako B. lonestari a
B. miyamotoi jsou schopny vyvolat onemocnéni klinicky podobné LB. Takové
rozdéleni neni pravdépodobné konecné, dalsi dosud nepojmenované genomické

skupiny poukazuji na zna¢nou rozmanitost tohoto druhu (5).

Tab. 2.3.1.1. Piehled druhti Borrelia burgdorferi sensu lato (5,27)

druh Borrelie vyskyt
Borrelia burgdorferi | Severni Amerika, zapadni Evropa, nevyskytuje se v Rusku.
sensu stricto Finsku, Asii
Borrelia garinii Evropa, Cina, Japonsko, Korea, vychod Ruska, Australic
Borrelia afzelii Evropa, Cina, Japonsko, Korea, vychod Ruska

Borrelia andersonii | Severni Amerika

Borrelia valaisiana | UK, Irsko, Nizozemi, Svjrcarsko, Némecko, Italie ....

Japonsko

Borrelia lusitaniae | Portugalsko, stfedni Evropa, Tunis

Borrelia bissetii Severni Amerika, Evropa

Borrelia japonica Japonsko

Borrelia tanukii Japonsko

Borrelia turdi Japonsko

2.3.2. Cyklus klistéte a Borrelie

PfenaSeéem borrelii je hlavné klidt€ patfici do komplexu Ixodes ricinus, kmen
Clenovci (4rthropoda), z nichZ I ricinus a I persculatus jsou Euroasijské druhy a
I scapularis a I pacificus jsou Severoamerické druhy (64).

Klisté prochazi &tyfmi vyvojovymi stddii béhem 2-letého Zivotniho cyklu:
vajicko, larva, nymfa, dospé€lec (imago) (66). Larvy se lihnou poéatkem léta
z vaji¢ek nakladenych na jafe, Zivi se na malych savcich, po nasyceni spadnou

na zem a je$t€ na konci léta se vyvinou v nymfy, které jsou borreliemi nejvice
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promofeny (5). Ty piezimuji, dychtivé se pak celé jaro a léto krmfi, aby se
na podzim pfeménily v dospélce, kteif si jiZ hledaji v&tsi zvifata (zvef, dobytek,
psi, lidé) jako své hostitele, na nichZ jsou schopni prosperovat (26). Viechna
kli¥tata se pak Zivi nejméné dvakrdt, jako larva a jako nymfa, pfi¢emz pouze
dospélé samice se Zivi potieti. Spirochéty prechizeji b&hem infekéniho cyklu
z kliStéte na savce a zpét na jedno ze svych vyvojovych stidii (66). Transovaridlni
ptenos B.b.s.l. byl sice experimentdlné prokazan, ale pfi generalizované infekci
klfSt&te dochézi k degeneraci vajicek (5), aviak uskutedniuje-li se takovy pienos, je

velmi efektivni, nebot’ udrzi spirochéty v piirodé po pét aZ devét generaci (64).

Obr. 2.3.2.1.: Ixodes ricinus - larva, nymfa, imago — samec, imago — samice

(odkaz ¢.3)

2.3.3. Lymeska4 borreliéza v Ceské republice

V CR se I. ricinus (KIi5té obecné) vyskytuje na celém dzemi, promofenost klistat
borreliemi se pohybuje v rozmezi 5 — 10%, lokadlné az 30% (26).

Od roku 1986, kdy byla tato nova nozologickd jednotka zafazena mezi infekce
podléhajici povinnému hl4Seni (5), aZ do roku 1995 méla LB v CR stoupajicf
tendenci s celkovym poétem 6302 piipadi nemocnych. Od tohoto roku pak
pozorujeme klesajici tendenci s 2722 ptipady celkem (37). Vzestup frekvence
hlaSenych pfipadu LB, zejména po roce 1990, je ovlivnén zlepSenim laboratorni a

klinické diagnostiky (5). RozloZenf nemocnosti v CR neni rovnomérné, nejvyssi
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incidenci vykazuji zdpadodesky, stiedoCesky a severomoravsky region. z okresi
pak pravidelné napf. Pfibram, Frydek — Mistek, Tabor (37).

Novi pacienti s LB jsou hlaSeni v pribéhu celého roku, onemocnéni vykazuje
sezénni vyskyt v zavislosti nejen na ro¢nim obdobi, ale také na mikroklimatu
jednotlivych mésicu (37) ¢i na chovani hostitele v rezervoarové oblasti (48).
Tab.2.3.3.1. Podet hladenych piipadi LB a klistové encefalitidy v Ceské republice
v letech 1996 - 2004 (absolutni podty)

rok 1996 (1997 11998 | 1999 (2000 [ 2001 | 2002 | 2003 (2004

lymeska borrelidza |4192 2470|2138 (2722|3847 13547 13658 [3677 (3243

kli¥tova encefalitida | 571 | 415| 422 490 719} 633| 647| 606| 507

Zdroj: www.szu.cz (EPIDAT)

2.3.4. Dalsi vyznamné aspekty

Udav4 se, Ze pouze jedna tfetina pacientl si vybavuje piisati klitéte, avsak prisati
larvélnich stadii je pro jejich miniaturni velikost snadno piehlédnutelné (69). EM
nachdzime u poloviny pacient a nemusi byt detekovan u déti a jedincii s tmavou
pleti (67). Typicky erytém (rozitfujici se ¢ervena skvina s tmav§imi okraji) sc
v misté piisati klist€te objevi obvykle za 3 — 5 dni, ale i za nékolik hodin ¢i za 4 -
5 tydnt a mize byt variabilni (60).

V Evropé (Polsko) je zanétliva reakce v misté kousnuti mirngjii, stejné jako
dal3i symptomy LB, v USA (New York) pfedchazi onemocnéni obvykly flu-like
syndrom. Takové rozdily jsou zpisobeny riznymi vektory a prenasedi, druhy
borrelii, klimatickymi podminkami (70), ale také profesnim zamé&fenim. Nejvice
pfipadi LB je udavano mezi lesnimi pracovniky a obyvateli zalesnénych uzemi,
nemaji viak vétdi zdravotni problémy, symptomy LB jsou necharakteristické a az
47% vykazuje séropozitivitu vuci borreliovym antigenim (48).

Ackoli jsou klinické rysy u evropskych a americkych pacientii podobné, urcité
rozdily jsou popsany. V Evropé je €astéjsi lymfocytom, ACA (prakticky ve 100%
spojovana s B. afzelii) a EM, encefalomyelitida a meningopolyneuritida
(Bannwarthiiv syndrom) jsou spojovany sB. garinii. V Severni Americe
prevazuje diseminovana c¢asnd infekce, sekundarni koZni 1éze, lymeska

meningitida a artritida zplisobené B. burgdorferi sensu stricto (19).
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Sérologické testovani borrelii je mnohem problematiét€jsi v Evropé neZ
v Americe, nebot’ infekci v Evropé mohou vyvolat tfi druhy borrelii. Dale
protilatkova odpovéd je v Evropé mnohem omezenéjsi, nebot’ je zdejsi populace
vice promofena nespecifickymi borreliovymi antigeny, a také subklinické infekce
je v Evropé obvyklejsi, coz rovnéz komplikuje diagnostiku LB (19).

LB postihuje viechny v&kové skupiny s vzestupem po 30. roce Zivota a
vrcholem mezi 45 — 55 roky, Zast&ji onemocni Zeny vpoméru 1 : 1,7. Lze
pozorovat rozdily v klinickych manifestacich (37). Vnimavost k ndkaze je
vieobecnd, postihuje idéti s maximem mezi 5— 15 lety sincidenci 140 na
100 000 a sEM u 89% pacientl (34), pozorovany jsou reinfekce i

asymptomaticke infekce (5).

24. PATOGENEZE LYMESKE BORRELIOZY

Borrelie vstupuji do hostitelského organismu prostiednictvim svého pienaSece,
kterym je nejcast&ji klisté (5). Jiné hematofagni vektory mohou hrat roli
v udrzovani B.b.s.l. v enzootickém cyklu, aviak prenos spirochét na Clovéka se
d&je jen vzacné (27). K pienosu infekce je totiZz dileZita relativné diouha doba
12 — 72 hodin, béhem niZz klist€ saje (64). Spirochéty se museji odpoutat od
epitelialnich bunck streva klistéte, kde se vyskytuji nejvice, aby jimi prostoupily a
skrze hemolymfu jsou rozesety do jinych tkani v&etné slinnych Zlaz. Soudasné
prodélavaji zmény genové exprese, coZ jim umozZiiuje nejen pieZit v odlisném
prostfedi, ale také uniknout specifické imunitni odezvé hostitele (60), spirochéta
Je tedy vysoce adaptabilni. Jsou téZ schopny proniknout neporudenou kiizi (vykaly
klistat, odstrafiovani holou rukou) (5).

2.4.1. Patogenni faktory kédované spirochétami

Vétsina vy$e popsanych povrchovych lipoproteinii B. burgdorferi hraje vyznamné
role v uchyceni se v odli¥ném prostfedi klistéte i savce a ¢aste¢né i v patogenezi.
OspA chréni borrelie pfed plisobenim protedz klitéte a pfed komplementovym

systémem savce, ale hlavné atakuje povrchy riiznych bunék, coZ je dileZité k
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ukotveni spirochéty v systému (64). Prinik kdzi a jinymi tkanémi je usnadnén
vazbou antigenu OspA, OspB, P70 a P20 na plazminogen, ktery je nutny pro
jejich uspé$nou diseminaci (5).

B.  burgdorferi se vkuzi spojuje skolagennimi vldkny. Vazba je
zprostiedkovana mezi tzv. dekorinem (s kolagenem asociovany proteoglykan) a
borrelii exprimovanym decorin-binding proteinem (Dbp), ktery je kddovan DbpA
a DbpB geny. Proteinové produkty DbpA a DbpB genll se nazyvaji stejné a
vzajemné se ovliviiuji. Samotny borreliovy DbpA protein inhibuje atak pomoci
DbpB proteinu na lidsky dekorin, coz efektivné omezuje bakterialni adherenci.
Zatimco DbpB protein vazbu DbpA na dekorin neinhibuje. DbpA hraje dulezitou
rolu v ¢asné fazi LB. Adherenci B. burgdorferi usnadiiuje pieziti a mnoZeni
malého mnoZstvi spirochét v kuzi pied diseminaci krevni cestou. Dekorin, pomoci
néhoz invaduje spirochéta buitku vyuZitim receptorové — zprostredkovan¢
endocytdzy, mize byt pfi¢inou piechodu LB do pozdniho stddia. Tento receptor
vazajici dekorin byl izolovan. Vazba borrelie na dekorin ovliviluje jeho schopnost
regulovat zanét (28). Borreliové DbpA a DpbB proteiny také zprostfedkovasaji
vazbu na kolagenni fibrily extraceluldrni matrix srdce, nervového systému a
kloubi, coZ vysvétluje astou piitomnost organismu v téchto organech (64). Jiné
proteiny tzv. BBK 32 a 50 (fibronektin vazajici proteiny) rovnéZ umoziuji
adherenci borrelii k extracelularni matrix, jsou exprimovany b&hem sani klitéte a
pomahaji kolonizovat slinné Zlazy kliStéte a migrovat ze saciho ustroji do hostitele
(52).

2.4.2. Ovlivnéni imunity hostitele

B. burgdorferi uréitym zpisobem modifikuje a napad4 imunitni odpovéd’ a obyva
imnologicky privilegovand mista. Ke vstupu do mozku vyuziva kolagenu cév,
k némuZ se vaZe pfes chondroitin sulfat, heparan sulfat a dekorin (51). VazZe se téz
na kolageni fibrily pojivové tkdné a lidské synovialni buriky (17).

Béhem ¢asné faze onemocnéni invaduje koZni Langerhansovy buiiky, v nichz
thumi expres MHC molekul IL tf‘idy..Potlaéuje tak lokdlni imunitni odpovéd
v ACA (1). Bun&ény povrch véaZe hostitelské proteiny jako jsou IgM protilatky,
urokindza, plazminogen a fibrinogen, maskuje se tak pfed imunitnim systémem a

migruje intersticidlnimi prostory (18). Specifické protilatky proti B. burgdorferi se
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formuji pom&mé pomalu po vstupu infekce do organismu, coZ dava spirochetam
$anci délit se (61).

V pokusech in vitro byla prokazana adherence k neuromim, gliovym a
Schwanovym  bufikim. Adheze na receptory jsou zprostedkovany
galaktocerebrosidy a slozkami myelinu. Takové reakce mohou vyustit
v perzistenci borrelii s naslednou zanétlivou odpovédi, kterd se miZe u 50 %
pacientd rozvinout v autoimunitni proces (61). Vstupuje do fibroblasth a
endotelovych bunék, v nichZ miZe dlouhodobé pieZivat, coZ je nejspis pfitinou
rezistence viidi terapii ATB (18).

Indukuje nékteré zanétlivé cytokiny (13) a mitogenezi polyklonainich
B-lymfocyti (17). Lipopolysacharidy vyrazné& stimuluji makrofagy k produkci
sedimentace erytrocytli i zmény v kizi a kloubech (61). Experimentilng bylo
prokazano v kultivovanych imunitnich, mozkovych a endotelovych buiikach
uvolnéni IL-6, -8,-10, coZ je zplsobeno vazbou Osp k povrchovému znaku CD14
¢ kTLR receptorim (tool-like receptor). IL-10 je ddleZity prozanétlivy
downregulator imunitni odpovédi (13). Krevni builky pacientl s perzistentni LB
uvolfiupi signifikantné niz§i hladiny cytokini INFa a TNFe vodpovédi na
specifické borreliové stimuly. Mé tedy vliv na rovnovdhu mezi pro- a
protizanétlivou imunitni odpovédi (17).

B. burgdorferi desenzibiluje aktivované lidské monocyty a navraci jim
toleranci, resp. snizuje jejich odpovéd vii¢i TLR2 (vaZi lipoteichoové kyseliny
LTA) a TLR4 receptorim (vazi lipopolysacharidy LPS). LTA a LPS mohou
indukovat zkfiZenou toleranci ke specifickym borreliovym stimuliim (17).

Dilezita role specifickych T-lymfocytl v patogenezi LA byla popsana
v odstavci o OspA proteinu (viz 2.2.2.1. OspA). Funkce B-lymfocyth a produkce
protilatek v patogenezi LB je stale nejasnd. Th-1 lymfocyty, které pievaZuji pfi
infekei boreliemi, jsou zahrnuty v aktivaci makrofagl, které mohou indukovat
typickou LA. Produkuji IL-1, TNF, PGE2 a kolagenazy, které byly detekovany
v synovidlni tekuting od pacienti s LA. IL-1 a TNF aktivuji osteoklasty a kostni

reabsorbci vedouci ke klinickym manifestacim LA (64).



2.5. KLINICKE RYSY LYMESKE BORRELIOZY

Lymeska borreliéza mize byt vymezena do tif klinickych stadii, kterd se mohou
Castedné prekryvat (64).

Prvni stadium, tzv. cCasné onemocnéni, je charakterizovdno lokalnim
zmnozZenim spirochét v misté vstupu (5). Béhem nékolika dnu aZ tydni seu
30 — 50% pacientl objevi erythema migrans které je ¢asto provazeno chiipkovymi
pfiznaky, jako je malatnost, tGnava, bolesti hlavy, teplota a regionalni
lymfadenopatie (64). IgM protilatky jsou detekovatelné u 50 — 90% pacienti. 1gG
protilatky jsou obvykle na pfili§ nizké drovni (44).

Béhem druhého stadia dasné diseminace dochézi za nékolik tydnl az mésici
k rozgifeni spirochét do organismu cestou krevni i lymfatickou (5). Postihuji fadu
organt i tkani, ve kterych jsou schopny se uchytit. Jde zejména o svalstvo.
klouby, myokard, jatra, centrdlni a periferni nervovy systém (CNS. PNS) a
sekundarné miiZze byt postizena kiaze (EM) (4). Rozviji se meningitida. kranidlni
neuritida a polyradikuloneuritida, v Evropé byva popisovan Bannwarthis
syndrom (55). Néktefi pacienti trpi srdeénimi problémy (palpitace. poruchy
vedeni vzruchu, myokarditida ) (58). Artralgie a myalgie indikuji c¢asné
muskuloskeletalni postizeni. Piimym dusledkem infekce borreliemi jsou keratitida
a opticka neuritida (64). Protilatky jsou detekovatelné u 70 — 80% pacienti. IgM
jsou normalné pfitomny, IgG se objevi zihy (44).

U malého procenta piipadii se za né€kolik mésici az let rozvine chronické
stadium s postiZenim fady organi. Je charakterizovano intermitentnimi artritidami
u 60% nelééenych ¢&i nekompletné 1écenych (67), acrodermatitis chronica
atrophicans (ACA) a neuropatiemi spostizenim CNS, které zahrnuji
encefalomyelitidu, demenci a degenerativni demyelinizaci (4). V USA jsou
neurologické symptomy mirnéj$i, oznadené jako lymeska encefalopatie
s pamétovym deficitem, depresemi a draZdivosti (64). Ve v&tSin€ pifipadii nejsou

IgM protilatky detekovatelné, IgG nalézame u 90 — 100% pacientti (44).
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2.5.1. Postizeni kuZe

Kozni formy LB jsou reprezentovany dermatézami, u nichZ je jedinym
etiologickym agens B. burgdorferi, a fadi se sem erythema migrans (EM),
borreliovy lymfocytom (BL) a acrodermatitis chronica atrophicans (ACA) (5).

EM, prvni a nej¢ast&)3i symptom, ktery se objevuje u 60 — 70% pacientl
obvykle za 4 — 14 dni, coZ vede k myslence, Ze viechny druhy B.burgdorferi
nezplsobuji EM. U B. afzelii se uvadi spojeni pouze s koZznimi symptomy, jako je
EM nebo ACA (4).

EM je typicky cervend, rozmanitd léze, kterd se objevuje v potate¢ni fazi
infekce v mist¢ kousnuti klidtéte nejdastji za 3 — 30 dni. Obvykly je
né€kolikadenni odstup mezi pfisatim klistéte a vznikem erytému. Rozlisuji se t¥i
typy — anularni, homogenni a homogenni s lemem (5). Erytém se 3ifi do periferie
a v centru bledne. Priimér erytému je od 5 ¢m aZ po nékolik desitek centimetrii
(55). Mohou jej doprovézet typické flu-like symptomy s bolesti hlavy, kloubd a
svalti a subfebriliemi (5).

ACA je pozdni koZni manifestace LB, chronicka a progresivni, temné ervena
léze s edémem obvykle nad extenzory kostnich vybézkid (27). Objevuje se za
nékolik mésici po kontaktu s klistétem jako akutni zAn&t klZe, ktery prechazi
v atrofickou fdzi (ztenfeni a zfaseni kiZe piipominajici cigaretovy papir,
prosvitani Zilni kresby) pfibliZzn€ u 10% pacienti s ACA (5).

Borreliovy lymfocytom vznika v misté pfisati klidtéte za 1 aZ 70 dnd. Obvykie
je to solitami uzlik tmavé &ervené barvy s hladkym, lesklym povrchem do 3 -5
cm velikosti. Je typicky nalézan na boltci ucha a $pitce nosu, méné na dvorci

prsni bradavky a jinych lokalizaci. Byva provazen regionalni lymfadenitidou (5).

2.5.2. Postizeni kloubt

V roce 1975, kdy byla definitivié pochopena juvenilni revmatoidni artritida u
déti, spojili v&dci tuto chronickou artritidu s nové pojmenovanym etiologickym
agens, B. burgdorferi (43). '

Lymeska atritida (LA) je nejobvyklejsi muskuloskeletalni symptom zpisobeny
borreliovou infekci v Severni Americe (27). Zahrnuje $iroké spektrum zmén a

projevii v oblasti pohybového aparatu. Kromé ¢asné artralgie a myalgie, jsou to
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hlavné akutné ¢i chronicky probihajici artritidy, dale zanéty Slach a jejich pochev
(tenditidy, tendovaginitidy), twpond vazu (entezitidy). kloubnich pouzder
(kapsulitidy) a svalii (myositidy) (5).

Po tydnech az mésicich infekce je nemocny vystaven atakiim artralgii a mono-
a oligoartritiddm. Tyto zanéty jsou vétSinou asymetrické, postihuji velké klouby
(predevsim kolenni) a trvaji dny i tydny. Navzdory 1é¢bé se asi u 10% pacientl
objevi za 1 rok i déle chronicka LA, ktera je histologicky podobna revmatoidni
artritid® (2). Ta se vyviji u &asti pacientd s haplotypem HLA-DRB1*0401 a
podobnymi alelami a je odolnd 1é¢bé (43). Neni-li infekéni etiologie onemocnéni
znama od pocatku, pak muze byt chybné diagnostikovana jako revmatoidni
artritida (21). Perzistujici synovitida kolena muze u nékterych pacienti vyustit do
chronické artritidy anebo spustit autoimunitni proces rezistentni 1é¢b& ATB, ktery
je n€kdy nazyvan post-LD syndrom (LD lyme disease). Ve skutenosti jde o rizné
klinické jednotky, nebot’ u pacientu s post-LD syndromem nalézadme neurologické
poruchy (67).

Postizeni pohybového apardtu v pribéhu jednotlivych stadii LB muze byt
rozdéleno do tfi skupin:
1. artralgie, muskuloskeletalni bolest bez objektivniho nalezu na kloubu a okoli
2. artritida, kloubni z&nét sobjektivnim fyzikalnim nalezem na synovialni

membrané s nebo bez kloubniho vypotku

3. chronické zmény kloubu a kosti pod kiizi s ACA (5).

2.5.3. PostiZzeni nervového systému

Neuroborreliéza (NB) je nejéastéjsi manifestaci diseminované infekce v Evrope a
obvyklym symptomem v Severni Americe. Viechny tfi b&Zné druhy

B. burgdorferi sensu lato jsou zndmé jako pivodci NB a 72% ptipadd v Evropé je
zplsobeno B. garinii. Postihuje CNS i PNS (27).

B. burgdorferi je v CNS lokalizovan4 v leptomeningach, nervovych koienech a
dorzélnich kofenovych gangliich, ale ne v parenchymu. Na periferii 11 nachazime
v endoneuriu a ve tkanich spojenych s perifernimi nervy (kosterni svalstvo, srdce,
aorta, Zlazy) (37).

Jednotlivé neurologické ptiznaky se déli na &asné a pozdni (55). Oblicejova

obrna je nejcastéj§i klinicky indikator, bolesti hlavy a meningismus jsou
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symptomy zanétu subarachnoidalniho prostoru. Lymeska meningitida (projevuje
se bolestmi hlavy a zvracenim) se objevuje jako pfimy disledek invaze borrelii do
nervového systému (51). V Evropé byva v éasné fazi NB popisovan Bannwarthiv
syndrom (meningitis, neuritis cranialis, meningopolyneuritis), ktery se projevuje
prudkou aZ mudivou kofenovou bolesti (55). V Severni Americe jsou u pacientu s
NB nejbéznéj§i meningitida, encefalopatie, obli¢ejovda obrna s parézou

n. facialis, radikulitida a periferni polyneuropatie (11). Ta se fadi mezi chronické
neurologické symptomy (46), objevuje se i v Evropé a manifestuje se misni
kotenovou bolesti (64). Po mé&sicich az letech po primarni infekeli, €i po delsi dobé
latence se objevuji chronicka encefalitida, polyneuritida a encefalomyelitida (46).
Méné ¢asto jsou popisovany obrazy podobné roztrouené skleréze, neurologicke a
psychiatrické symptomy (55).

Imunitni mechanismy akutni NB jsou &aste¢né objasnény. Imunitni odpovéd je
soustfedéna do CNS, zahrnuje pleocytézu, disrupci bariéry krev — mozek a
intratekalni syntézu protilatek. V CSF pacientu nalézame T- a B-lymfocyty a
nékteré cytokiny a enzymy, které hraji dileZitou roli v obrané proti spirochétam.
Mechanismiim chronické NB neni zcela porozumeéno, vi se o zkfizené reagujicich

T-lymfocytech s vlastnimi antigeny (13).

2.5.4. Postizeni srdce

Lymeska karditida (LK) je oznaceni pro postiZeni srdce a objevuji se ve druhém
stadiu nékolik tydni po infekei (64). V USA se objevuje u 4 — 10% pacientil
s nelééenou LB. V Evropg je incidence niZsi od 0,3 — 4%. Takové rozdily jsou
zpiisobeny rozdilnou virulenci izolati B. burgdorferi. Karditidou jsou Cast&ji
postiZzeni muZi v poméru 3:1.

Podle CDC se LK manifestuje palpitaci, poruchou vedeni vzruchu,
myokarditidou snebo bez srdeiniho selhdvani a dysfunkci levé komory (58).
V Evropé jsou to nejéast&ji AV bloky, myokarditida, stenokardie, poruchy rytmu
a kardiomegalie (37). Uvedené projevy jsou zdrojem synkop, bolesti na hrudniku
a dufnosti. Nemocny miZe byt asymptomaticky a LK je nalezena pfi b&Zné
1ékai'ské prohlidce (5).



2.6. LABORATORNI DIAGNOSTIKA

Diagnostika LB je zaloZena na rozliSeni charakteristickych klinickych ryst a
znalosti expozice jedince v oblasti, kde je onemocnéni endemické, a na vysledcich
laboratornich testl (64). Vyuziva prikazu specifickych protilatek metodami na
principu ELISA, imunofluorescence ¢i Western blot. Ptima izolace, kultivace,
identifikace 1 elektronopticky prikaz borrelii jsou postupy znaéné ekonomicky i
Casové naro¢né, maji malou sensitivitu a poskytuji nizky vytézek (61). Velké
nadgje jsou vkladany do piimé detekce nukleovych kyselin pomoci molekulamé

biologickych metod, hlavné do polymerazové fetézové reakce (PCR) {63).

2.6.1. Metody nepFimé

Imunoenzymatické metody ELISA a IFA patfi mezi rutinné nejpouzivané)si pfi
zji§tf'ovani antiborreliovych protilatek jiz od roku 1984 (32). Prokazuji protilatky
tiidy IgM a IgG vkrevnim séru, vzacngji jsou doporueny k vyictieni
mozkomi$niho moku a synovialni tekutiny (5). V soucasné dobé existuje bohaty
vybér komeréné dostupnych setl, z nichZ vé&t$ina méd srovnatelnou sensitivitu a
specifitu, nebot’ byly vyrobeny podle schvalovaciho procesu FDAS10K. Av3ak
pro screening se vétsina souprav jevi jako mélo vhodné, protoZe nebyla vyrobcem
dosaZena sensitivita 95%, coZ je pozadovano. Cilem novych ELISA testu je
sensitivita pro vice spoleénych a specifickych borreliovych antigend, coz jsou
OspA (31, 32, 32,5kDa), OspB (34kDa), OspC (22, 23, 25kDa), BamA (39kDa) a
MEP (83-93kDa) (32).

Imunoenzymatické ELISA testy nejCastéji vyuZivaji jako antigeny borreliovy
celobunéény lyzat nebo bigiky (obsahujici hlavné polymerizovany FlaB protein)
(54). Vyznatuje se vSak fale$nou pozitivitou i negativitou (42), protoZe kromé
vyse uvedenych specifickych antigent je tento celobunéény lyzat slozen ze
zkfiZzené reagujicich proteini 41kDa, 58kDa, 66kDa a 73kDa (32). Flagelarni
antigen B. burgdorferi ma epitopy podobné fadé baktérii, asné objevené
protilatky nejsou specifické, navic fada epitopl se v intaktni flagele ne vidy
exponuji (38). VétSina testi neni dostatedné citlivA v prvnich tfech tydnech
infekce, proto pouZiti jednotlivych C¢iSténych antigenti nebo rekombinantné

piipravenych proteinii (jako je OspC, OspE, OspF, P22, P35 a P39) by mélo
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pfinést zlepeni (41). Pfedpokladem je znalost genu kédujicich antigenni proteiny,
vyroba syntetickych ekvivalentu téchto genll a vneseni do expresniho genomu
E.coli (5). Zda se, Ze pouziti vysoce Ci§ténych, rekombinantné piipravenych
rOspC a rP41 zlepsdi sensitivitu testi béhem pocatecni faze infekce. Sérové
protilatky proti OspA a OspB se vyskytuji nepravidelng, nékdy chybi b&hem
progredujici LB, proto je jejich vyuziti zatim diskutabilni (42). Tyto proteiny se
vyznaduji Gzkou specifitou danou pro rizné druhy (5), resp. bohatou strukturalni
variabilitou (54). Pokusy zlepsit ELISA testy zahrnuji capture typ ELISy (51),
nové antigenni piipravky jako flagelin, rekombinantni proteiny a individuélni
epitopy a testovani protildtek na PEG precipitatech séra (8).

Nepfima imunofluorescence (IFA) je hodnotnd jako ELISA, borrelie
konjugované s fluorescentné znacenou zviteci antthumanni protilatkou tfidy IgG
&i IgM jsou véazany na skligko (32). Rada autorii v&fi, Ze interpretace IFA testd je
subjektivni, zévisld na druhu borrelie, snizkou sensitivitou i specifiton a
zkFiZzenou reaktivitou s jinymi spirochétami (27).

Novéj§i metoda IMx®je enzymova imunoanalyza na mikroc¢asticich (MEIA),
které jsou potazené Caste€né preCisténym celobunéénym lyzatem B. burgdorferi,
OspC a rekombinantnim vnitinim fragmentem P41. Ten se vyznacuje malou
podobnosti pofadi aminokyselin s antigeny piibuznych druhi, coZ zvy3uje
specifitu testu vzhledem k B. burgdorferi. Metoda méfi protilatky IgM v séru a
plazmé na pfistroji IMx a piihliZi ke klinickym piiznakiim (35).

Variantou enzymové imunoanalyzy a imunoblotu (antigeny na stripech) je
borreliovy DotBlot test. K detekci IgG a IgM vyuZiva celobunéény lyzat a &tyii
¢isténé antigeny (MEP, flagelin, P39 a OspC), coz zlep3uje specifitu. Je vhodny
pro screening i pro detekci protilatek viici boreliovym antigentim. Rizné hladiny
antigenii jsou naneseny jako jednotlivé ,doty” (body) na membranu a vloZeny do
pacientova séra. Reakce probihd v n€kolika krocich a kon¢i enzymovym 3t&€penim
za vzniku viditelnych jednotlivych dot (36).

Uréitym prilomem pro diagnostiku LB bylo stanoveni standardizovanych
pravidel doporuéenych na CDC/ASPHLD zasedani v Dearborn Michigan v roce
1995. Jde o dvoufazovy protokol, kde je pozitivni nebo hrani¢ni ELISA ¢&i IFA
nésledovana pozitivnim, vysoce specifickym WB (32).

Imunoblot (WB) je pouZivén jak k charakterizaci protilatkové odpovédi, tak ke

Ly

konfirmaci vysledki IFA a ELISA testii. Mze poskytnout detailn&jsi informace o
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borreliovych antigenech a je mnohem sensitivnéjsi a specifi¢téjsi (40). Rovnéz pro
WB je snahou pouzit rekombinantné pfipravené antigeny, které jsou po expresi
v E. coli pteneseny na nitrocelulézovou membranu. Pozitivni reakce se projevi
obvykle hnddym zabarvenim chromogenu na pfi¢nych prouZcich v misté
detekovanych antigenti. Ve t¥idé IgG je zaznamenéna vy33i sensitivita (96-100%)
viiéi rekombinantnim proteinim P93, P41 neZ pii pouZiti piirozenych antigenu
(76-92%) (24). Vy$3i titry u ELISA testi obvykle dobfe koreluji s vysokou
frekvenci pruhii na membrané. Pruhy o hmotnostech 41 a 39kDa se u takovych sér
vyznauji 100%ni Eetnosti (40). Pouzitim kombinovaného protokolu je mozno
dosahnout sensitivity 100% u pacienti s NB a pozdni LB, specifita je takto rovnéz
nejvy3si (38). IgM blot je povaZovan za pozitivni, jsou-li dva ze tfi prouzki
ptitomny (OspC, 39kDa, 41kDa) a u IgG blotu by mély reagovat 5 z 10 antigenu
(32). V Evropé& odpovida pozitivit¢ 1gG blotu ptitomnost 3 aZ 4 antigenl. 1gM se
hodnoti stejné (5).

V Evropé je aplikovatelnost jediného antigenu v testu problematicka. protoze
tfi i vice druhfi borrelii zplsobuje LB, vidy by se mélo pii vybéru antigenu
vychazet z endemického genodruhu vdané geografické oblasti (5). Relativnt
vysoké procento nejasnych vysledkil ziskanych pouZitim antigend u jediného
kmene (napt. 20 — 25% u B. garinii) mize byt redukovano pouZitim antigeni ze
dvou dalsich kmend (24). Uvadi se, Ze 5 — 10% pacienti s pozdni LB postrada
zvy$ené hladiny protilatek (54), mohou se také zvednout, pfestoZe byl pacient
opakované negativni na LB po terapii ATB (39). Jindy mohou protilatky v séru
pacienta s EM pretrvavat i n&kolik let po tisp&sné Iécbé. Proto nelze uspéch
terapie ATB hodnotit imunoblotingem, nebot’ nekoreluje se zdravotnim stavem, i
kdyZ jsou protilatky pfitomny (24). Je také nutné mit na paméti fale3né pozitivni
reakce zpiisobené virovymi infekcemi (EBV, HSV, CMV aj.), autoimunitnimi
chorobami (RA, SLE), tuberkulézou, syfilis, jinymi zané&tlivymi onemocnénimi a
malignitami (lymfom) (51).

ELISA i WB jsou zamé&feny na prikaz volnych specifickych protilatek a nejsou
schopny detekovat nizké hladiny v &asné fazi onemocnéni, protoZe postrédaji
dostatetnou sensitivitu. RovnéZ nerozliuji mezi aktivni a neaktivni infekci
zpiisobenou perzistenci protilatek po terapii ATB (8). Problém spoliva v tom, ze
protilatky jsou sekvestrovany v komplexech (IC) s antigeny, které spoustéji jejich

produkei. Proto je snabou tyto protilatky uvolnit vyuZitim ,,PEG imunokuli¢ek™

-30-



—_—

s naslednym odpoutanim antigenu a detekci imunoblotingem (10). Jiny test
EMIBA (enzyme linked, IgM capture, 1C, biotinylated antigen assay) stanovuje
IgM protilatky na principu ELISy s vyslednym méfenim optické hustoty
barevného produktu. Tyto a podobné testy konfirmuji Casnou LB a presné
rozlifuji mezi aktivni a pfetrvavajici infekci od séroreaktivity perzistujici po
tisp&sné lécbe (8).

Nov& zavadény poloautomatizovany BAT test (borreliacidal antibody test)
vyuziva Zivé borrelie (spoustéji produkci borreliacidnich protilatek), které jsou
inkubovany se sérem a komplementem s naslednou vizualizaci usmrcenych bunék
akridinovou oranZi. BAT test se vyznaluje 79%ni sensitivitou a 100%ni

specifitou (12).

2.6.2. Metody piimé

Tyto metody jsou zaloZeny na piimém prikazu Zivého ¢&i usmrceného
etiologického agens ve tkdnich a t€lesnych tekutinach, popf. organech lidského
organismu. Radi se sem postupy kultivaéni, histologické, elektronoptické a
molekularné biologické (5).

Pro diagnozu infekénich onemocnéni je standardni izolace plivodce z kultury.
Kultivace borrelii z riznych materiald vyZaduje vysoce obohacené pidy (BSKII,
BSK-H, MKP-modifikované Kelly médium) smési aminokyselin, vitaminy,
anorganickymi solemi, ale i krali¢im nebo koiiskym sérem prostym protilatek vici
nekterym antigentim, které omezuji jejich rust (30). V potatku, za 1-14 dni, se
provadi kultivace staticka, aviak vlivem metabolické aktivity a ristu borrelii
dojde k takovym zménam prostiedi, Ze je po 14 dnech nutné provést kultivaci
kontinualni, jinak bychom nevyizolovali poZadovany kmen. Rist borrelii
ovliviluje fada konkrétnich faktord (5). Pouze tato metoda dava prikaz Zivych
borrelii, a dovoluje definitivni diagnézu. Avsak pozitivni kultivace je pozorovana
pouze v &asné fazi onemocnéni. Nejvy$si =zachytnost je zaznamenana
z bioptickych vzorkd koZnich lézi, niZ§ z plazmy, vzicné ze séra a pouze
prileZitostn& z CSF pacientd sakutni meningitidou. Zatim nebyla izolovéna
v pozdnim stadiu LB (64).

Histologicky prilkaz je mozZny v roztérech i histologickych fezech zalitych do

parafinu &i pryskyfic po obarveni Giemsovym barviem a toluidinovou modfi nebo
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stiibfenim. Nevyhodou je zbarveni pozadi a malé polty borrelii, specifiCtéjsi je
pouziti znac¢enych monoklonalnich protilatek (5).

Elekronopticky prikaz je zaloZen na zhodnoceni morfologie borrelie (rozméry.
podet bi¢ikl) a na imunocytochemické reakci antigenu s monoklonalni
protilatkou. PouZivaji se ultrafezy i bunéény sediment ziskany centrifugaci.
Vypracovana imunosorbentni elektronova mikroskopie (ISEM) vyuziva reakce
antigenu se specifickou protilatkou na pevném sorbentu a naslednou konjugaci
adsorbovaného antigenu s monoklonalni protilatkou znaéenou zlatem. Vyznacuje
se nizkou pozitivitou (9-23%) a dosud nebyla standardizovana (5).

Metoda polymerazové fetézové reakce (PCR) byla poprvé pouZita k detekci
cilového chromosomového genu B. burgdorferi asociovaného s P66 proteinem
v roce 1989 (63). Odhaluje pfitomnost DNA borrelii z plazmy, séra i piné krve,
z CSF, moéi a SF (32). PCR je zaloZena na cyklické amplifikaci cilové sekvence
DNA po rozitépeni dvoufetézce, vazbeé synteticky pfipravenych primeru na okraje
zndmych sekvenci, polymerazové syntéze komplementérniho fetézce z nukleotidu
volné pfitomnych v Master Mixu a aZ 30ti ndsobném opakovani jednoho cyklu.
Ziskdme tak milién kopii molekul DNA, které prokazujeme na aparoze
elektroforézou po obarveni ethidium bromidem nebo autoradiograficky pomoci
specifické sondy znadené P, &i chemiluminiscencné nebo biotinem. PCR v3ak
také zahrnuje extrakci a pfipravu vzorku DNA (63). Vyznacuje se relativné
vysokou citlivosti a specifitou (47). Zvlasté tzv. ,nested PCR” s dvoustupiovou
amplifikaci, kterd vyuzivé vice sad primer, se vyznaCuje extrémni citlivosti (46).
Pouziti vice riznych vzorkid sensitivitu je§té zvySuje. Kombinaci vzorkd SF a
moé¢i u pacienth s lymskou artritidou se dosahuje sensitivity 91% a testovanim
CSF a mo¢i u pacienti s neuroborelidzou 87%. Detekuje obvykle nejméné
3 borrelie/ml vzorku (59), zatimco PCR s pouZitim jediného primeru hodnoti
okolo 10 borrelii (63). Sensitivita dosahuje pouze 30% u pacientl s ¢asnou LB a
50% u pacientd spozdni LB. Vé&tSina pacienti se stiva PCR negativni po
dvoutydenni terapii ATB, pfi¢emZ k relapsu mizZe dojit béhem relativn€ kratke
doby (32). DNA B. burgdorferi miZe byt detekovana v télesnych tekutinach
pacientdi je§té 10 let a vice po infekci (63). Pro PCR dosud nebyl vyroben
komeréni diagnosticky set. V Evropé je navic ztiZena situace odli¥nou sekvenci
DNA riiznych druhti B.b.s.l. (5). Rutinni pouZivani této metody vyZaduje

specialni vybaveni laboratofi. Zasadnim problémem je snadnd kontaminace
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vzorki jinou DNA (napf. ,kontaminace produktem™) a z toho plynouci fale§né
pozitivni reakce (51), a pritomnost ,inhibitora PCR", které se mj. do vzorku
dostdvaji béhem zpracovani DNA (63). Dale neni dobfe standardizovéna, je draha
a nedokéze rozliit DNA Zivych a mrtvych mikroorganismil (51). Také je nutna
automatizace, nebot’ prace s radioaktivné znacenymi sondami vyZaduje maximalni

bezpetnost pfi praci (63).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. CHARAKTERISTIKA SOUBORU

Hodnoceny soubor vysledku sérologickych vySeteni byl ziskan od 116 pacientd
Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Skupinu nemocnych tvoiilo 46 muZzi a
70 Zen (1 : 1,5) ve véku od jednoho roku do 79 let. V&kové rozmezi Zen se
pohybovalo od 3 do 76 let s primérem 39,1, u muzl se rozmezi nachazelo mezi

1 a 79 roky s primérem 38,8. Do skupinu naleZely tii déti od 1 do 5 rokii.

Tab. 3.1.1. Vékové rozmezi souboru pacientd s LB

vék
podet vzorki rozmezi prumér median
Zeny 70 3-76 39,1 41
muzi 46 1-79 38,8 42

Nejcast&ji pacienti piichazeli k 1ékafi s nevysvétlitelnou inavou &asto chronického
razu (37 pfip.), dale s bolestmi hlavy nékdy provazenymi teplotou a zvracenim
(19 piip.) a poméme Gasto trpéli bolestmi kloubli (9 piip.) a svalii (6 piip.).
Ostatni necharakteristické pfiznaky se objevovaly méné (budeni srdce, zavraté).
Vét§ina nemocnych si nevybavovala typicky prvotni pfiznak LB, erytém ani

souvisejici prisati klistéte.

3.2. LABORATORNI METODIKA

Pro laboratorni hodnoceni lymeské borrelidzy a k charakterizaci protilatkové
odpovédi byly pouZity dvé rutinni sérologické metody: EIA Borrelia afzelii IgG a
IgM (dva rizné sety) (firma TEST — LINE Brno s.r.o.) a WESTERN BLOT (WB)
Borrelia garinii IgG a IgM (firma BIOWESTERN diagnostika Praha).
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3.2.1. Stanoveni IgG a IgM protilitek metodou EIA

Princip:
K detekci antiborreliovych IgG a IgM protilatek metodou EIA (sandwich typ) je

pouzit sonifikovany celobunény antigen kmene B. afzelii KC90. Protilatkou je

znadenad praseéi imunoglobulinova frakce proti lidskému IgG nebo 1gM

konjugovana kfenovou peroxidazou. Stanoveni peroxidazové aktivity se provadi

pomoci substratu s TMB. Pozitivitu indikuje modré zabarveni, které se

zastavovacim roztokem méni na Zluté. Zmeéna intenzity zabarveni se méfi pfi

vinové délce 450 nm.

Slozeni setu:

1.
2.

PotaZen4 desticka s navazanym antigenem, 12 x 8 jamek

Negativni kontrola — lidské sérum bez protilatek proti borreliim

3. CUT - OFF — lidské sérum obsahujici protilatky proti borreliim v hrani¢ni

koncentraci

Pozitivni kontrola - lidské sérum obsahujici protilatky proti borreliim

5. Konjugat — prase&i imunoglobulin proti lidskym IgG nebo IgM znaceny

8.
9.

peroxidazou

Redici roztok vzorkii — pufr se stabilizatory bilkovin, obsahujici extrakt
z nepatogennich spirochét

TMB - Complete jednoslozkovy chromogenni substratovy roziok
obsahujici TMB a H,0,

Promyvaci roztok — koncentrovany pufr

Zastavovaci roztok — obsahuje kyselinu sirovou 1mol/l

Pracovni postup:

1.
2.

V3echny reagencie nechame vytemperovat na laboratorni teplotu.

Do jamek v desti¢ce davkujeme kontroly a fed&né roztoky

- jamku A1 ponechame prazdnou (blank)

- do jamky B1 pipetujeme 100ul negativni kontroly
- do C1, D1 a E1 pipetujeme 100 pl CUT - OFF

- do F1 pipetujeme 100pul pozitivni kontroly

- a do zbyvajicich jamek (G1 — H12) pipetujeme 100pl fedénych vzorka
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Obr. 3.2.1.1.: Desticka pro EIA analyzu (pohled ze spodu) ( odkaz £.4 )

3. Za 30 minut inkubace pfi 37°C ve vlhké komirce odsajeme obsah jamek a
4x promyjeme promyvacim roztokem. Na zavér vyklepeme zbytky roztoku
do savého materidlu.

4. Do vech jamek kromé& Al naddvkujeme 100ul konjugétu a opét inkubujeme
za stejnych podminek.

5. Po odsati obsahu jamek a pétindsobném promyti opét dikladné vyklepeme
zbytky roztoku do savého materidlu.

6. Do viech jamek ddvkujeme 100ul jednosloZkového substritu TMB -
Complete, inkubujeme 15 minut pfi 37°C vtemnu. Reakci nakonec
zastavime zastavovacim roztokem.

7. Intenzitu zabarveni roztokd v jednotlivych jamkéach zméfime na fotometru
pii vinové délce 450 nm proti blanku (jamka A1) do 10 minut po zastaveni
reakce.

Hodnocen:
VySetfované vzorky hodnotime indexem pozitivity, ktery vypolitdme tak, Ze
délime absorbanci testovaného roztoku primérnou absorbanci CUT - OFF (jamky

C1, D1, Elnaméfenou v téZe sérii.
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Tab. 3.2.1.1.: Interpretace vysledki

index pozitivity (IP) | hodnoceni
NizZ8i nez 0,9 negativni
09az1,1 hraniéni
Vy&8i nez 1,1 pozitivni

3.2.2. Detekce IgG nebo IgM protilitek metodou WB

Princip:

Metoda vyuziva antigen z kultivatu kmene Borrelia garinii, nej¢astéjsiho antigenu

v nadich podminkach. Na nitrocelulézové membrany (NM) jsou pfeneseny

elektroforeticky separované antigenni proteiny B.garinii. Po inkubaci nafedénych

vzorkti a kontrol sjednotlivymi pasky (NM) dochazi k vazbé& specifickych

protilatek na jednotlivé separované antigeny. Protilatkou je prase¢i imunoglobulin

proti lidskému IgG nebo IgM konjugovany kfenovou peroxidézou. kterd $tépi

chromogen DAB. Pozitivitu indikuje hnédé =zabarveni prouzki v misté

rozdélenych antigent na pascich nitrocelulézové membrany.

SloZeni setu:

1. Pasky nitrocelulozové membrany

2. Revitalizaéni roztok

3. Redici roztok pro vzorky

4. Promyvaci roztok

5. Konjugatovy IgG anebo IgM roztok sobsahem prasei protilatky proti
lidskému IgG anebo IgM znatené kienovou peroxidazou

6. Substratovy roztok

7. 30% peroxid vodiku

8. Chromogen - diaminobenzidin (DAB) v ochranném obalu

9. Skim milk (Oxoid)

10. Polyetylenové misky s 10 Zlabky pro pasky NM

Pracovni postup:

1. V§ech;1y reagencie a soupravu nechdme vytemperovat na laboratorni teplotu.
Odstrihneme potfebny podet paski a zbytek uloZime zpét do chladniCky.

2. Pied inkubaci NM se vzorkem provedeme revitalizaci péaskd v miskach

pomoci 2ml revitalizaéniho roztoku. Po p&ti minutich roztok slijeme.

-37 -



. Do Zlabki misek pipetujeme 2 ml fediciho pracovniho roztoku a ponofime

pasky nitrocelulézové membrany licem nahoru. Po Oplném nasyceni
pipetujeme vzorky a Spickou je promichdme. Inkubujeme nejméné 1 hodinu
pii 37°C.

. Slijjeme obsah Zlabki, 3x promyjeme promyvacim roztokem a nakonec

destilovanou vodou. Promichdvame a promyvame dikladné, pasky nesmi

zaschnout.

. Poté pipetuyjeme 2 ml pracovniho roztoku skonjugatem IgG anebo IgM.

Inkubujeme 2 hodiny pfi 37°C. Po sliti obsahu promyvame postupem dle bodu

2 navodu.

. Pfipravime si substratovy roztok schromogenem: 25 ml substratového

roztoku smichdme s jednou ampuli chromogenu a 70 pl 30% peroxidu vodiku.

Do kaZdé jamky pipetujeme 2 ml. Inkubujeme 2 minuty v temnu.

. Po sliti substratového roztoku s chromogenem zastavime reakci 2 - 5 ml

destilované vody. Pasky vyndame pomoci pinzety a nechame oschnout

. Pozitivni reakce se projevi hnédym zabarvenim pfiénych prouzka v misté

vazby antigen-protilatka-konjugat. Porovnavame jejich polohu s obarvenou

kontrolou.

Hodnoceni:

Western blot Borrelia garinii 1gG

- pozitivni: zbarveni 4 prouzki v Grovni antigenti p93 — 83, p41, p39, p32, p24.
pl8, pl4

- hrani¢ni: zbarveni 2 — 3 prouZki v trovni stejnych antigeni

- negativni: zbarveni 1 specifické¢ho prouzku v Urovni stejnych antigeni

Western blot Borrelia garinii IgM

- pozitivni: zbarveni 2 specifickych prouZki v urovni antigent p41 (flagelin), p24
(OspC)

- hraniéni: zbarveni 1 specifického prouzku v tirovni antigenu p41 (flagelin) a
jeden dal3i obarveny specificky prouzek

- negativni: nepfitomnost p41 (flagelinu) a p24 (OspC)
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4, VYSLEDKY

4.1. PREHLED NAMERENYCH VYSLEDKU

V nasledujicich tabulkach 4.1.1. jsou piehledng uvedeny vysledky laboratorniho
mefeni metodou EIA a kvalitativni detekce jednotlivych borreliovych antigenti
metodou WESTERN BLOT. Zaroveii je u kazdého vysledku uvedeno hodnoceni.
Pfesny zpusob hodnoceni jednotlivych metod je uveden v pfisludnych
podkapitolach (3.2.1. - hodnoceni metody EIA, 3.2.2. — hodnoceni metody
WESTERN BLOT).

Hodnota oznatena P je pozitivni. H je hrani¢ni a N je negativni. Pismeno
Z piedstavuje pacienta — Zenu, pismeno M pacienta - muZe. Symboly G a M
oznaduji tiidu protilatek, CIK jsou cirkulujici imunokomplexy, symboly +, +, a
(dvé& plus) zna¢i intenzitu specifické barevné reakce antigen-protilatka-konjugat
na NM. Oznaceni v€k* s indexem predstavuje stafi pacienta v dobé serologického
vySetfeni, nebot’ fada jich pfichdzi opakované. Takto se sleduje predevsim

odpovéd’ na terapil.

Tab. 4.1.1.: Vysledky méfeni IgG a IgM protilatek metodou EIA

l&.pacMiZlvek’|  EIA G/IM (CIK) G PN| M [PIN CIK
1| z | 25 [243/a11113601723 243 N 411f N 360/723
2 [m] 36 [3770/1483 3770 P | 1483 P nd
3 | M| 79 |1879/385 1879] P 385 N nd
4 | z | 55 |799/6201158411998 799 N 620 N 584/1998
5 | m| 43 [1349/507/11483/748 1349 P 507 N 1483/748
6 | z | 53 lag2/51811600/814 492] N 518 N 600/814
7 | z | 53 1301420 130] N 4200 N nd
8 | z | 52 [1161/834/1965/993 1161 P 834 N 965/993
9 | m| 50 [517/1064/1337/1705 517] N | 1084 H 337/1705
10 | z | 27 [212/11104 212l N | 1104 P nd
11 | z | 14 [1180/395//685/391 1180 P 395 N 685/391
12 | z | 58 36331558 3633 P 558 N nd
13 | z | 8 [1574/806//2381/2027 1574 P 806 N 2381/2027
14 | m [ 41 j27011510 270l N | 1510 P nd
15 | z | 52 |os1511 605 N 511 N nd
16 | M | 48 [1469/133/11875/151 1469 P 133 N 1875/151
17 | M | 59 |1436/171/1130/300 1436] P 171 N 130/30
18 | z | 57 lo14/26011269/293 914 H 260 N 269/293
19 | 2 | 13 |982/472/110761771 982 H 472 N 1076/771
20 | m | 48 [3060/514 3060, P 514] N nd




21 | M [ 10 |534/1005//204/2694 534 N 1005 H 204/2694
22 | M | 10 |3447/565//3541/1869 3447 P 565 N 3541/1868
23 | Z | 42 |1862/855//2089/761 1862] P 855 N 2069/761
24 | Z | 36 {781/419//115/865 781 N 419 N 115/865
25 | Z | 56 [1706/789//2191/1119 1708 P 789 N 21911119|
26 | Z | 43 1463/434 463 N 434 N nd|
27 | Z | 63 [1922/300 1922 P 3000 N nd
28 [ Z | 69 N119/287//678/388 1119 P 287 N 678/388]
29 | Z [ 55 1262/949 262 N 949 H nd
30 | Z | 26 |389/419//818/1096 389 N 419 N 818/109¢]
31 | Z |37 |776/837 776 N 837 N nd
32 | M | 22 [2566/735 256 N 735 N nd
33 | Z | 45 |1579/489//1924/1240 1679 P 489 N 192471240,
34 | 2|32 [265/773 265 N 773 N nd
356 | Z | 66 |383/1484//478/3977 383 N 1484 P 47813977
36 | Z | 34 N119/746/1179/1319 119 N 746] N 1791318
37 | Z ] 46 |3660/708//3798/1214 3660, P 708 N 3798M121
38 | M| 5 |1342/1236//956/1814 1342] P 1236 P 956/181
39 | Z | 21 |1002/635//452/1143 1002] H 535 N 452/1143
40 |M| 6 [R272/597/11726/1377 2272 P 5971 N 1726/1377]
41 | Z | 52 [230/1081 230f N 1081} H nd
42 | Z | 51 [1937/975 1937] P 975 H nd
43 | Z | 24 |1678/1099 1678 P 1099 H nd
44 | Z | 48 [362/1083//377/2780 362 N 1083 H 37712790
45 | M | 50 [1943/505 1943 P 505 N nd
46 | Z | 48 |1306/88 1306] P 88 N nd
47 | Z | 48 [289/744//316M1 111 289 N 744 N 316/1111
48 | M | 19 [441/686//510/2336 441 N 686 N 510/2336
49 | M | 32 [368/826//205/1368 368 N 826| N 205/1368]
50 | M [ 24 |3687/605//3828/520 3687 P 605 N 3828/520
51 [ Z | 11 [448/1797/1461/3417 4496 N 1797] P 461/3417
52 | 2 | 22 |728/466 728 N 466] N nd
53 | Z | 24 1134/770 1134 P 7700 N nd
54 [ M | 60 [1871/285/2012/410 1871 P 285 N 2012/410
55 [M | 37 [3129/2168//3659//4748 3129 P 2168 P 3659/4748]
56 | M [ 20 |281/997//414/1814 281 N 997 H 414/1 814'
57 | Z | 43 473/1022//743/2044 473 N 1022) H 743/204
58 | Z [ 40 {518/1265//422/1071 518 N 1265 P 422/1071
59 | 7 | 17 {4263/849 4263 P 849 N nd
60 { M [ 51 |1584/499 1584| P 499 N nd
61 { M [ 67 [3653/339//2079/357 3653 P 339 N 2079/357
62 | Z {56 [2601/478//3162/930 2601 P 4781 N 3162/930
63 | £ 129 [1240/440//1198/560 1240, P 4400 N 1198/500;
64 | M| 15 |1024/366//12/1045 1024] H 366 N 12/1045
65 | Z |21 [341/916//231/1988 341 N 916 H 231/1988
66 | Z ]| 3 [776/1514 776 N 1514 P nd
67 | Z | 9 |335/1562//540/2399 335 N 15621 P 5402399
68 | Z | 35 [687/811//472/2254 5871 N 811 N 4722254
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69 | Z [ 20 |1237/431/11102/682 1237) P 431 N 1102/682
70 | Z | 29 [208/617//322/1065 208 N 517] N 322/1065
71 | Z | 23 |[752/543/1729/1494 752 N 543 N 729/1494
72 | M [ 52 [1268/289//1720/403 1268 P 289 N 1720/403
73 | Z [ 31 [1658/429 1658 P 429 N nd
74 | Z | 39 |307/1748 307] N 1748 P nd
75 | Z 135 [814/562 814 N 552 N nd
76 | Z |43 [770/368 7700 N 368] N nd
77 | Z [ 12 N717/23771112134 1717 P 2377 P 12/34
78 | Z | 22 |2547/11971//2941/3335 2547 P 1197| P 2941/3335
79 [ M | 20 [301/853//342/1548 301 N 853] N 342/154
80 | Z | 76 [2533/210//3145/400 2533 P 210, N 3145/400]
81 [ M | 60 |1284/688//1996/1303 1284 P 688 N 199671303
82 | M| 1 125687/1036//2144/1306 2587 P 1036 H 2144/1306
83 | Z | 69 {2655/968 2855 P 968 H nd
84 | M | 27 {2806/560//3076/1188 2806 P 560 N 3076/1188
85 | M| 9 {2071/641//2265/1415 2071 P 6411 N 2265/1415
86 | Z | 59 |1103/581//223/762 11031 P 501 N 22376
87 | Z | 54 579/670//429/1198 5791 N 670 N 42911198
88 | M | 35 [694/575//1224/1937 694 N 575| N 1224/1937]
89 | M | 60 |2351/424//2250/1034 2351 P 4241 N 2250/1034]
80 | M | 45 [1382/368//1267/656 1382 P 368 N 1267/656)
91 | Z | 65 [1175/685//257/1809 1175 P 685 N 25711809
92 | M| 75 [2721/1080 2721 P 1060] H nd
93 | M| 16 [1018/56560//254/660 1018] H 550, N 254/660
94 | M | 57 [1666/224//2077/462 1666 P 224 N 20771462
95 | Z 170 |286/1367//162/2128 286 N 1367] P 162/2128
96 | M [ 68 [1913/469//1563/516 1913 P 469 N 1 563/516|
97 | Z | 51 [2268/298//2662/499 2268, P 298] N 2662/499|
98 | Z | 20 |862/763//902/1946 862 N 763] N 90211 946|
99 | M [ 61 [1732/444/11927/418 1732 P 444 N 1927/418)
100 { M [ 58 [1582/480 1582 P 480 N nd
101 | Z | 23 [779/507//481/375 779 N 507 N 481/375
102 | Z | 43 [1229/244//1603/335 1229) P 244 N 1603/335
103 | Z | 50 [2150/302//2895/655 2150 P 302 N 2895/655
104 | Z | 20 [915/837//284/1331 916 H 837] N 284/1331
105 [ M | 65 |1250/611//763/1183 1250 P 611 N 763/1183
106 | Z | 29 |148/577/1120/800 148 N 577] N 120/800
107 | Z | 52 [118/897//184/1422 118 N 897 N 184/1422]
108 | M | 45 11191/1210//306/601 1191 P 1210 P 306/601
109 | M | 21 [1058/511 1058 H 511 N nd}
110 | Z | 58 [1096/1152//1085/2960 1098 H 1162] P 1085/2960
111 | Z | 37 [1071/493//801/1416 1071 H 493 N 801/1416
112 | M | 19 [874/657//583/2326 874 N 657] N 583/2326
113 [ M | 65 [1175/742//2006/2020 1175 P 742) N 2006/2020,
114 | M | 27 [257/1042//291/1826 257 N 1042 H 29171826
115 | M | 23 [2474/1042//1861/1404 2474 P 1042{ H 186111 404]
116 | M | 64 |1731/277//2399/456 1731 P 277 N 2399/456]
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4.2. PREHLED VYSLEDKU DOTAZNIKU

V této Easti prace jsou shrnuty tabulky, které hodnoti udaje ziskané dotaznikovou
metodou od 116 pacientd s lymeskou borreliézou.

Tab. 4.2.1. popisuje zavislost pobytu pacienta v pfirodé na vyskytu onemocnéni.
Sest pacientil udava, Ze se v prirodé nepohybovalo v dob& pied prvnimi priznaky
onemocnéni, pfesto méli &tyfi z nich klinicky diagnostikovanou LB a vesmés se u

nich objevovala inava.

Tab. 4.2.1.: Pobyty v pfirodé u pacientil s LB

ANO-Zeny | % (ze 70) |ANQ-muZi|% {ze 46} ANO-celkem {% (ze 116)
67 95,7 43 93,5 110 94,8
NE-zeny NE-muzi NE-celkem |% (ze 116)
3 3 8 52

Tab. 4.2.2. zaznamendvd moZny zplsob pienosu LB. U pacientd. ktefi si
vzpomnéli na souvisejici prisati klistéte nebo mozné postipani hmyzem., jsme dale
hodnotili, jak dlouho jej (kli§t¢ nebo hmyz) méli pfed prvnimi pfiznaky

onemocnéni a kolikrat.

Tab. 4.2.2.: Zpisob pienosu LB

kli§té potet osob (% {ze 116)) hmyz pocet osob | % (ze 116)
ANO 62 53,5 ANO 49 42 2
NE 13 11,2 NE 7 6
nevi 41 35,3 nevi 0
kdy pied prvnimi piiznaky| % (ze 62) kdy pired prvnimi piriznaky
< 2 tydny 5 8,1 < 2 tydny 0
2 - 3 tydny 14 226 |2-3tydny 0
déle 8 12,9 déle 0
nevi 35 56,4 nevi 49 100
kolikrat % (ze 62)| kolikrat
1x 5 8,1 1% 0
2% 2 3,2 2X 0
opakované 44 71 opakované 45 91,8
nevi 11 17,7 nevi 4 8,1
klisté i bmyz| pocet osob % (ze 116)
ANO 32 276
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Tab. 4.2.3. hodnoti pocty pfipadi LB v jednotlivych v&kovych skupinich a
s piihlédnutim k pohlavi.

Tab. 4.2.3.: Nemocnost podle véku a pohlavi

pocet
vék osob Zeny muzi

0-5 3 1 2
6-15 11 6 5
16 - 25 22 13 9
26-35 15 10 5
36 - 45 17 11 6
46 - 55 26 17 9
56 - 65 15 7 8
66 - 75 5 4 1
76 a vice 2 1 1
celkem 116 70 46

Zavislost véku a onemocnéni

30 |

\Bcelkem

=

E:

a Omuzi
b o

a B zeny
e

-

poce

vékové rozmezi

Graf 4.2.1.: Vyskyt onemocnéni podle vé€ku a pohlavi

Pacienti, u nichZz nebyla diagnostikovdna LB anebo byl vysledek diagndzy
nejasny, piestoZe vySetfeni western blotem u nich dokazuje pestry vybér antigend,
jsem z ndsledujiciho hodnoceni vyloudila a vysledky jsou shrnuty v tabulkach
4.2.6. a 4.2.7.. Podrobngji jsou rozebrany v c¢asti 5. DISKUZE. Rovnéz

jsem vyfadila téi pacienty ve v€ku do péti let s pozitivni diagnézou LB (tab.
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4.2.8.), nebot’ malé déti reaguji diky nezralosti imunitniho systému odli3né a mély

by byt popsany zvl4§t. Lymeskou borreliézou u déti se v této prici nezabyvame.

Tab. 4.2.4. zachycuje zastoupeni jednotlivych klinickych forem onemocnéni u
pacienti s diagndézou LB. Nejcastéji se objevuji Casnd lymeskd borreliéza a

neuroborreliéza, pfiemZ u  naprosté vétSiny pacientd se klinické projevy

kombinuji.

Tab. 4.2.4.: Klinické formy onemocnéni

klin. projev [poéet vz.|% (ze 102)]| klin. projev [pot‘.et vz.|% (ze 102)
artritida 17 16,7 c¢asna LB 50 49,1
NB 44 43,1 erytém 35 34,3
eryt i éasna 31 62 (z 50)

poz. Dg. LB | celkem 102

- —

Vyéet klinickych projevu

120

| 100 -
80 -

60 -

iEI Klinicky Vprqjev:

pocet pfipadi

40 -

20 1

artritida ~ ¢asna LB NB erytém  celkem LB
klinicky projev

Graf 4.2.2.: Hodnocené klinické projevy lymeské borrelidzy
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Tab. 4.2.5. je vy¢tem hodnocenych klinickych forem LB ve vztahu k nalezenym
borreliovym antigentim, pficemz byly zapocitany viechny pfitomné antigeny bez
ohledu na intenzitu reakce, ktera byla hodnocena na tiech urovnich ( , +, I ).

Poskytuje nam informaci o nejcastéji se vyskytujicich antigenech.

Tab. 4.2.5.: Klinické formy onemocnéni ve vztahu s borreliovymi antigeny.

VZ. po3 | p83 | p66 | p41 | p39 | p18 | p14 | OspA 1§ OspC
Artritida | 17 | 1gG | 16 | 16 | 14 | 16 | 15 6 9 14 8
igM 8 8 7 110] 9 6 2 5 6
Casna LB | 50 IgG | 36 | 37 | 42 | 45 | 38 | 20 | 24 37 30
fgM | 30 [ 26 | 33 | 35 | 25 | 15 | 13 26 16
NB a4 | 1gG | 30 | 31 [ 40 | 40 | 35 | 22 | 22 33 23
lgM | 29 [ 26 | 29 | 33 | 23 | 15 | 13 23 12
. IgG | 26 | 25 | 31 | 32 | 27 | 12 | 20 27 24

Erytém | 35 |3

vt igM | 22 | 19 | 25 | 20 | 12 9 8 17 11

-50-



H +6E'+1¥| d +81 '+ +6€ T19'+09'+£0°+£6| 90EL/rrizirocoL/i8se|V IN[ VY [NV L T w | z8
H +8L'FY'¥6E +1t] d +7)'+8L'+Y'+6€ '+ | ¥ +09'+£8'+€6 PISLQLLIVIN[Y[NIV] ¢ ] Z | 99
d +v'+6€'+L¥'+99| d +O'+V'+1v'+99'+e8|  pL8L/gsenocZIvEL| VNIV [N Y] s | W | 8¢
N/d W am N/d o gM D)W VI3 MIEN| S | v [ai]Mena] zin [oed
15[ 13d 15pe[Ww g1 nozouSeip noyotuly s puatoed JURIGAA '87p "qR]
d | F8L'+V'+6E'+L¥'FOQ'+£8'+¢6| N FO'+99 G901/ZZENLLSIB0Z N[N N[N e 62| 2 | 02
N —[ d +81'+D'FY +6¢ '+ L 7'+99 861 1/62P/II0L9BLSIN[NIN[N [ | ¥ | Zz | 8
N F8L'+D'FLy| d +0+V +BE +LP F99'+£8'+66|  959//921L4#89¢/ZRELININ [N N[ sy | w | 06
N | d OV H+BE +1 +00'+68'+66|  LE6L/pTZLAGISHEOIN N[N NT e se [ w | 88
N ¥99{ d +81'+V'+99'FE8'+£6 08b/Z8SLININ N[Nt [8s | W | ool
N/d N gm N/d 9 am M) Wo v 3N 2 [ v jaa].nea]zw [oed
g1 :ONoaww:u noauIy SOEmm_.vﬂ S Scomomm EEQ%\/ SLUTF qelL
N +03'F799| d +0'+V'+6E '+ L' +99 GLE/LBP/ILOSIBLLN[IN[NIN N €2 | Z | LOL
N | d 781 't L' F99'FE6 9or/BZLIN[N|N[N[N]JZZ | Z | 25
H FrL'FQL'FY +L1'+99'+€6] d F8L'+O'F6L +L ¥ +99'+E6 Ge/9gg[N[NININ|N]ZZ [ W | 2¢
N 799'+£8'+£6| d +PL 481 +0'+V +6E + L ¥ +09'FEQ ' TEH GO8/GLLIBLYABLIN[N|N [N NS | Zz | v2
N T6€'+L¥'F99] d +V'+6E +L 7' +09'+£8'+6|  8rL/E8rLiL0GBrELINININI N [NT ey T W | g
N ¥6E'F99| d +71 481 +D'+V'+6E '+ L #'+99'FEQ'FE6 CZTLOOE/LIPEZIN|ININ [N |N]GZ | Z L
N/d T N/d 9 GM M) wo via  Jugan| 9 [ v [g1]aea]ziw Toedd

€11 A&zouBe1p oyoluipy zaq nuatoed 1UeIqAA 97 "qel




S. DISKUZE

Prehledné zhodnoceni klinicky vyznamnych kritérii lymeské borreliézy povaZuji
za dulezity &lanek k pochopeni zna&né variability tohoto onemocnéni a jisté
nevyzpytatelnosti borrelie jako takové.

Vétsina pacienti (110 ze 116} udala, Ze se v ptirod€ pohybovali v dob& pied
prvnimi pfiznaky onemocnéni. Do této skupiny nalezi vSech 102 pacienti
s pozitivné diagnostikovanou LB, tfi déti ve véku do péti let a vSech pét pacienti
s nejasnou diagnozou. Ze $esti negativné hodnocenych pacientli (pobyt v piirodg),
ktefi sou€asné tvrdili, Ze klisté€ neméli, byla LB diagnostikovana u étyf. Myslim si,
Zze je prakticky nemozné, aby tito jedinci byli infikovani borreliemi
prostfednictvim komadra. SpiSe si neuvédomujf, Ze pobytem v pfirodé je myslena i
zahrada, kde mohou samoziejmé takeé pfijit do styku s kliStétem. ZtotoZiiujeme se
s neprokdzanym pfenosem borrelii koméary a jingym hematofidgnim hmyzem (5).
MiiZe se tak stat jen velmi vzacné (27). K pfenosu je nutna relativné dlouha doba,
po kterou klisté saje (64). Dale, piestoZe je borrelie velmi adaptabilni, je na vnitini
prostiedi klistéte existenéné vazana (60).

Jist¢ by bylo velmi zajimavé zjistit, ktefi pacienti se pohybuji v pfirodé
profesionalné. Pfestoze byl tento dotaz vznesen, odpovéd na né& chybéla ve
100 % pripadu.

Prakticky jedinym pfenaSetem LB je klité, ale pouze 60 pacienti (53,5 %) si
vybavovalo pfisati kliStéte a zhruba tfetina si to nepamatuje resp. nevi. Tyto
vysledky dobfe koreluji s praci Janovské (37). Ne vSichni, ktefi si pfisati klistéte
uvédomovali (62 pacientll), zaroveil v&déli jak dlouho jej pfed prvnimi ptiznaky
méli. Tretina pacientd (30,7 %) udala asové rozmezi do tfi tydni, 8 pacientd
udalo del3i dobu mezi pfisatim klistéte a prvnimi pfiznaky onemocnéni a 35
pacientit (56,4 %) si pfesné nevzpomnélo. 71 % ze 62 pacientd méli kli§t&
opakovaneg, z ¢ehoZ vyplyva, Ze ne kazdé pfisati s prvnimi pfiznaky onemocnéni
bezprostfedné souvisi. Pacienti mohou objevit prvni symptomy onemocnéni
pozdé&ji, pravdépodobné proto si na kli§té nevzpomenou, coZ je v Evropé pomémé
typické (70) anebo si jednoduSe nevybavuji pfisati larvalnich stadii pro jejich

miniaturni velikost (59).
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Po3tipani hmyzem u 42,2 % (49 ze 116) pacientii s LB neni pfili§ slu¢itelné
srozvojem onemocnéni. Podtipani hmyzem a souCasné pfisati klistéte jsme
zaznamenali u 32 pacientu.

Struktura pacientd podle v&ku a pohlavi do znaéné miry vypovida o zpisobu
chovani muzil a Zen v daném vékovém rozmezi. Pomér vyskytu LB u muzii a Zzen
1:1,5 je celkem srovnatelny s celorepublikovym primérem (muzi/Zeny
1 : 1,7) (5). LB postihuje viechny vékové skupiny s mirnym vrcholem mezi
16 — 25 rokem a s velmi vyraznym vzestupem nemocnosti mezi 46 — 55 rokem
(jak Ize vidét v grafu 4.2.1.). I v tomto pfipadé se ztotoZiiujeme s vysledky jinych
autortt (5,37). Myslime si, Ze prvni vrchol (16 — 25 let) souvisi se studentskym
zpisobem traveni volného &asu. Se zvy3ujicim se vékem, finanénimi moZnostmi a
obzory, rostoucimi starostmi o vlastni déti se pivodni trend méni. Rodi¢e ve véku
46 — 55 let jiZz nemusi o odrostlé d&ti peCovat a opét se navraci k pfirodg. Jisté toto
rozloZeni nemocnosti souvisi i sv&kovou strukturou populace v CR. resp.
v kralovéhradeckém regionu.

V souboru pacientl s pozitivni diagnézou LB jsme hodnotili nejbéznéjsi
klinické projevy tohoto onemocnéni.

V pottu lymeskych artritid se naSe vysledky shodovaly s dlouhodobym
celorepublikovym primérem. Napf. v roce 1996 to bylo 18 % piipadd LA (37).
vroce 1999 to bylo 16,9 % (5), pfiemZz LA je obecné myslena jako
muskuloskeletalni problémy. Ve Spojenych stitech je LA mnohem bé&zné&jsi.
Uvadi se, Ze kolem 60 % pacientii s neléfenym erytémem zaZilo ataky mono-
nebo oligoartritidy, pfi¢emz u 20 % z nich pfechézi onemocnéni do chronicity
(21). Zcela zfeymym divodem je absolutni pfevaha B.b.s.s., kterd tento klinicky
projev zplisobuje dominantné (27).

Neuroborrelidza byla diagnostikovana u 43,1 % (44 pacientii ze 102), coZ viak
celorepublikovy primér (9,7 %) pfekrauje vice neZ trojnasobng. Takovy
vysledek vyZaduje ur€ité zamysleni. Mohl by byt ovlivnén vyb&rem setu
k vy3etieni western blotem, ktery odpovidal antigenni strukturou B. garinii. Mohl
se vyznaCovat zvySenou senzitivitou. Souhlasime s nazorem, Ze regiondlni

o e

rozmanitost antigenni struktury tii nejbéZnéjSich druhii borrelii v Evropé je tak
velka, Ze standardizace této cenné metody je problematicka (16, 19). Podty
pfipadd NB v Severni Americe se pohybuji v rozmezi 5 — 20 %. NB je v Evropé

nejcastéji spojovana s B. garinii, s uritymi odliSnostmi ji také mohou zpiisobit
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B.bss. a B afzelii. VNémecku pfipadd na B. garinii 58 % piipadi
neuroborreliézy (27).

Casnou LB jsme zaznamenali u 49,1 % pacientu. Jako samostatny klinicky
projev neni uvadéna, je viak dlleZitym pfedstupném &asné disseminace, jehoZ
konstantni soucasti je LA a NB. V nami hodnoceném souboru pacientii nebylo
pravidlem, Ze by Casnou LB provazel erytém konstantné. Pouze u 31 pacientii
(62 % z 50 pacienti s asnou LB) jsme zaznamenali pfitomnost EM, celkové se
vyskytlo u 35 pacientii (34,3% ze 102). Tento dermatologicky klinicky projev je
nalézan znatné€ variabilng, celosvétové se objevuje u 90 % pacienti s LB (27),
v CR je to pfiblizné 70 % (5), jini autofi udavaji, Ze u 50 % pacientd mize EM
chybét (64). EM nemusi byt rozeznano u jedinci s tmavou pleti (67), coZ u nas
zfejmé pravidlem nebude, a u malych déti. 50 % nasich détskych pacientii (7 ze
14 ve v&ku 1 - 15 let) erytém skute¢né nemélo. Domnivat se, Zze do
dermatologickych forem nebyl zahmut méné beéZny ACA, by bylo zavadégjici,
nebot v CR zastupuje dermatologické projevy jen jednim procentem, Maly vyskyt
EM bych spise pficitala netplnosti lékaiskych zaznami.

Vztah borreliovych antigeni a klinickych projevii LB vykazoval ur&ita pravidla
a do jisté miry jsme ve vysledcich nalézali shodu.

U lymeské artritidy byla pozorovana intenzivnéj$i odezva ve tfidé protilatek
IgG, zfejmé z toho diivodu, Ze jde spise o pozdni klinicky projev objevujici se a%
za n€kolik mésicii. Zcela prevaZovaly antigeny p93, p83 (16 ze 17) a flagelarni
protein p4l (16 ze 17) nasledovany p39, (15 ze 17) a p66 a OspA (14 ze 17).
Piiblizujeme se vysledkiim studie provadéné u pacienti zNé&mecka, kde
pievladaly antigeny p58 (protein teplotniho 3oku, nespecifické p60 nebo p66)
(23 z26), p93 (20 z26), p4l (19 z26) a OspA (17 z26) (19). Antigenni
rozdilnost je ziejma. IgM odpovéd je u LA slabsi, pfevladaly antigeny p41 a p39.

Neuroborrelidza vykazuje rovné€Zz bohaty vydet antigeni s intenzivngjdi
odezvou ve trid¢€ protilatek IgG a pfevahou p41 a p66 (40 ze 44), nasledované p39
(35 ze 44) a OspA (33 ze 44). IgM odpoved’ byla slabsi s antigeny p41 (33 ze 44),
p66 a p93. V némecké studii prevladaji proteiny p41 a pS8 (21 z 27).

Také klinicky projev EM projevoval vy$si etnost antigent v IgG tfid€. Kladu
si otazku, zda nemohlo jit v n€kterych pfipadech o ACA nebo borreliovy
lymfocytom. Antigen p4l je opét dominantni (32 z35) nasledovany p66
(31 z35), p39 a OspA (27 z35), vIgM jsou to p66 a p4l (20 z35) a p93.
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V Némecku je absolutné nejcast&jsi p41 (18 z229). V jiné studii prevlada OspC a
p4l. Taktéz vhodnoceni asné LB prevaZuje IgG nad IgM santigeny p4i
(41 2 50), p66, p83, p93 a OspA.

Hodnocené klinické projevy byly &astéji provazeny protilatkovou odpovédi ve
tfidé IgG. Vzorky od pacienti mohly byt vysetfovany ve fazi disseminace
onemocnéni, tedy za né€kolik tydnit az mésicl od pocatku onemocnéni, nez byli
pacienti na vySetfeni lymeské borreliézy doporudeni oSetiujicim lékarem. Tato
skuteCnost miize byt jednim z diivodd, pro¢ se u tak vysokého procenta pacienti
s LB rozvinula neuroborreliéza. Ziejmé u nich nemuselo byt rozeznino EM
v prvni fazi onemocnéni (viz 34,3 % EM u 102 pacientii s pozitivni diagnézou) a
pozdni diagndza byla pfic¢inou rozvinuti vazngsich klinickych projevi. Nejen
samotny erytém a necharakteristické klinické ptiznaky, ale i protilatkova odpoved'
jsou v Evropé obecné¢ mirn&jsi povahy. MoZna z diivodu vy3si promotenosti
evropské populace nespecifickymi antigeny (19). Mirné prvotni pfiznaky i uré¢ita
neuvédomeélost mohou piivést pacienta k lékafi pozdg, IgM odpoveéd' jiz nemusi
byt dominantni.

V poctu viech antigenii absolutn€ prevazuje flagelarni protein p41, stejné jako
v fadg jinych studiich (19, 40, 42, 65). Zfejmé byva detekovan mezi 6 — 8 tydnem.
kdy dosahuje maxima (61) a kdy se jiZ rozviji stadium disseminace.

NB vznika jako nasledek zkifZené reaktivity protilatek proti myosinu a jinym
slozkdm myelinu; u nasich pacienti je protilatova odpoved ve tiidé IgG zvlasié
silna. U LA bychom o&ekavali absolutni pfevahu OspA vzhledem k patogenezi.
aviak opét dominuje p4l spolu sp93 a p83. Tyto proteiny maji vyznam pro
intracelularni perzistenci borrelii a zcela jist& ovliviiuji ¢innost makrofagti, které
svymi produkty patrné nejvice poSkozuji kloub véetné pfilehlych 3lach a uponi
(64).

Je mozné se domnivat, Ze absolutni pfevaha proteinii p41 a p66 ve viech
klinickych projevech je zfejmé& podpofena nejen vysokou promofenosti populace
nespecifickymi antigeny, ale i takovymi, které pochdzeji od nepatogennich
treponém &i leptospir. Anti p66 protilatky jsou navic b&Znou souéasti imunitniho
systému (14). Naopak vyskyt protilatek proti OspC proteinu v souboru nasich
pacientil s EM zna¢né zaostava za evropskym standardem (19). Zde bych pfijala

vysvétleni o regionalni rozdilnosti v antigenni struktuie borrelii (19).
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U c¢tyt ze Sesti pacienti, ktefi neméli diagnostikovanou LB (tab. 4.2.5.),
pfestoze néktefi vykazuji protilatky proti vice antigentim, byly opakované
nalézany pozitivni reakce na HSV, EBV i CMV, dale i sezonni alergie. V jednom
piipadé $lo o pacientku s pozitivni reakci na Toxocara canis a jeden pacient mél
diagnostikovanu Sclerosis multiplex. Opét byla pozorovana silngjsi protilatkova
odpoveéd’ ve tifd& IgG, p4l 1 p66 u viech pacientl, ¢ast&ji pak p93, p39 a OspA.
Pfiklanime se k nazoru, Ze jde o fale$n¢ pozitivni reakce (51). Protilatky proti
nejméné jednomu antigenu B. burgdorferi jsou nalézany u 40 % pacientt bez LB,
nejéastéji jde o p41 a p66. Tyto protilatky mohou byt pfirozené nebo vysledkem
expozice antigennim epitopiim jinych organismi (14). RovnéZ subklinicka infekce
je v Evropé¢ mnohem obvyklejsi (19). Z toho vyplyva, Ze u nich nemusi byt
lymeska borrelioza vyloucena.

TaktéZ u péti pacientli s nejasnou diagnézou LB (tab. 4.2.6.) bych lymeskou
nemoc zcela nevyluCovala, piestoze také neméli Z4adné Kklinické projevy
onemocnéni. Protilatkova odpovéd byla ve tfidé IgG velmi intenzivni a vétSinou
pozitivni, pfevladaly antigeny p66, OspA a OspC. Podle mého nazoru, u &tyf
z nich hodnoty EIA vy3etieni neodpovidaji diagnéze. Také u tfech pacienth z této
skupiny byl diagnostikovan chronicky unavovy syndrom, jeden pacient mél
nespecifickou meningitidu. Mnoho autord fadi chronicky unavovy syndrom do
klinickych projevii LB (37, 64). Divod mizZe byt ziejmy. Na$i pacienti s timto
syndromem méli zvySenou protilatkovou odpovéd’ proti specifickym borreliovym
antigenim v IgG nebo v IgM ttidé. TaktéZ pfisli do styku s klistétem.

Lymeska borreliéza je ne zcela dobie probadané onemocnéni. V souvislosti
sLB jsou popisoviny obrazy podobné neurologickym a psychiatrickym
symptomium  (55). Radé mechanismii LB, zvla§t¢ chronickym formém
onemocnéni, neni dosud porozuméno (13).

Z vysledkii hodnoceni pacientii s negativni i nejasnou diagnézou LB vyplyva,
Ze prirozené se vyskytujicich protilatek miize byt v populaci ziejmé mnohem vice
bez hlubdiho klinického vyznamu. Neni zcela jasné, které faktory vedou
k symptomatické infekci ¢i kinfekci s omezenymi piiznaky, pouze se vi, Ze
vysokd koncentrace borrelii ve tkanich je vyznamnym spoustécim faktorem

onemocnéni (48).
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6. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zhodnotit fadu epidemiologickych kritérii a
klinickych projevii lymeské borreliézy ve vztahu k borreliovym antigenim na
souboru pacientlt z kralovéhradeckého regionu. RovnézZ jsme potvrdili variabilitu
tohoto onemocnéni po srovnani ptislusnych aspekti nejen v ramci celé CR.

Lymeskd borrelidéza vykazuje pfimy pfi¢inny vztah ke zplsobu pfenosu svym
prakticky jedinym, v ptirod& se vyskytujicim pfenaseCem Ixodes ricinus, i kdyz si
jej vybavovala jen polovina pacientu. Onemocnéni postihuje ve zvy$ené mife
dospé€lou populaci, Castéji Zeny ve véku od 46 do 55 let, coZ jednoznaéné souvisi
s jejich zpisobem traveni volného &asu v piirodé, ale i s profesnim zaméfenim
jednotlivce.

V souboru nasich pacientl jsme provedli zhodnoceni jednotlivych klinickych
projevit lymeské borreliézy a vysledky jsme porovnali s celorepublikovym
primérem téchto projevii. Pocet piipadi s neuroborreliézou jsme zaznamenali
trojnasobné vyssi, erytém byl nalezen pouze u tfetiny pacientli a ¢asnou lymeskou
borreliozu nedoprovazel konstantné. Pouze vyskyt lymeské artritidy dosahuje
béZné etnosti tohoto projevu v CR.

Mezi jednotlivymi borreliovymi antigeny a klinickymi projevy lymeské
borreliozy byly skute¢né nalezeny uréité vztahy. S jinymi autory podobnych praci
jsem se shodovali Casteéné. Absolutné prevazovaly protilatky tfidy IgG proti
antigenim p41 a p66. Ziejmé rozdily jsme si vysvétlovali regiondini rozmanitosti
antigenni struktury borrelii v Evropé. Urlitym zdrojem téchto rozdild je vybér
setd od konkrétni firmy pro vySetfeni metodou western blot. Firmy vyrabéjici
diagnostické sety se odli$uji nejen vybranym kmenem a koncentraci borrelii, které
pouZivaji pro pfipravu stripii k vySetfeni, ale taktéZ specifitou a senzitivitou svych
souprav.

U pacienti s negativni diagnézou lymeské borreliézy byly Casto pfi€inou
fale$n& pozitivnich reakci protilatek proti borreliovym antigenim infekce viry
HSV, CMV a EBV, ¢ onemocnéni Sclerosis multiplex. Nevyskytovaly se u nich
7adné hodnocené klinické projevy lymeské borrelidzy, stejné jako v souboru
pacientl s nejasnou diagnézou. U této skupiny pacientl byl tfikrat diagnostikovan
chronicky tnavovy syndrom, ktery je Casto fazen mezi klinické projevy lymeské

borrelidzy. Onemocnéni neni u obou téchto soubori zcela vylouéeno. Doporuduje

-57-



se sledovani vy3e uvedenych pacientl az do Uplného vymizeni i nespecifickych
pfiznaki onemocnéni.

Lymeska borreliéza je zakeiné, velmi rozmanité onemocnéni, dosud zahalené
nepoznanymi principy. Cetné imunitni mechanismy viak byly zéasluhou
pracovniki ve véde rozludtény. Stale se viak objevuji nové poznatky a laické 1
odborné vefejnosti umozZituji porozumét tomuto onemocnéni a druhu Borrelia

burgdorferi jako takovému
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