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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biologickych a lIékafskych véd

Kandidat: Lenka Capkova
Vedouci bakalarské prace: Pharm. Dr. Petr Jilek, CSc.

Skolitel specialista: MUDr. Vé&ra Kirkova

Téma prace: Lymeska boreliéza

Prace obsahuje mikrobiologii patogena, laboratorni diagnostiku, patogenezi,

klinické pfiznaky, terapii, prevenci a epidemiologickou situaci lymeské boreliozy.



ABSTRACT

Topic of Lyme borreliosis.

The work inclides mikrobiology causer, laboratory diagnosis, clinical symptoms,
pathogenesis, therapy, prevention, epidemiological situation of Lyme

borreliosis.
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1. Zadani - cil prace

Cilem mé prace je seznamit s problematikou onemocnéni lymeska
boreliéza, ktera predstavuje u pacientt v CR vazny zdravotni a
socioekonomicky problém. Mym cilem je také seznamit s jeji diagnostikou,
klinickymi pfiznaky a epidemiologickou situaci u nas i v Evropé a s postupy

prevence a mozné terapie.



2. Uvod

Lymeska boreli6za je komplexni bakterialni onemocnéni vyvolané
mikroaerofilni, pohyblivou, Gram negativni spirochétou Borrelia burgdorferi
,, Sensu lato“s témito druhy: B.afzelii, B.garinii, B.valaisiana, B.spielmanii.
Lymska boreliéza patfi u nas mezi nejCastéjsi antropozoondzy pfenasené
klistétem rodu Ixodes. Jedna se o multisystémové onemocnéni, pficinou je jeji
nesporné znacna variabilita, typické necharakteristické symptomy, které mizou
imitovat fadu jinych onemocnéni a znesnadnuji jeji diagnosticky proces. Jde o
onemocnéni, kde je moznost rizika vyvoje této choroby do chronicity, provazené
klinickymi i laboratorné prokazatelnymi relapsy. Proto je toto onemocnéni tak
komplikované. Relapsy mohou trvat tydny i mésice. Cyklicky priabéh nemoci
vyzaduje nejen zakladni studium patogend, ale i vyuziti Fady komplexnich
vySetfovacich metod. Toto onemocnéni ma ¢asné a pozdni stadium.(Stites,
1994)

Nakazou jsou nejvice ohrozeni lidé, ktefi se dlouhodobé pohybuji
v pfirodé, hlavné v listnatych lesich, kfovinach a vysokych travach. Jen u malé

Casti infikovanych lidi se projevi klinické pfiznaky lymeské borelidzy.

Onemocnéni obvykle zacina typickym koznim erythemem, nékdy jsou
pfiznaky jako u chfipky, atd. Nasledné stadium muze byt u kazdého odliSné.
PFiznaky jsou bud jednotlivé nebo kombinované. MizZe dojit k onemocnéni

srdce, oka, kloubu, kltze, atd.

Do povédomi Iékafl se toto onemocnéni dostalo koncem 70. Let, kdy
byla odhalena spoijitost mezi jeji pfitomnosti spirochéty v organismu, zanéty

organu a stykem pacienta s infikovanym klistétem.(Bartunék, 2006)



3. Historie

1883 — prvni zminka o lymeské borelidze, popsal ji dermatolog Buchwald jako
acromadermatitis atrophicans(ACA).

Par let po té byl popsan lymfocytom a erythema migrans (dale jen EM). Tyto
kozni projevy dale doprovazelo zjisténi o postizeni dalSich organda.

1921 — publikoval Jessner u postizeného ACA spolu s laryngitidou

1922 — referovali Garin a Bujadoux o pfipadu meningopolyneuritidy ve spojeni
s EM.

40. léta 20. st. — popsal Bannwarth fadu nemocnych, ktefi méli multifokalni
postiZzeni nervového systému po pfisati klistéte.

1966 — popsal Schaltenbrand vztah EM a meningitidou.

Daéle se postupné prezentovala fada teorii v souvislosti a timto multiorganovym
onemocnénim.

Lonhoff upozornil na moznou ucast spirochét pfi EM a ACA.

60. - 70. |éta — EM uznano jako celkové onemocnéni, ale bez znamého
plUvodce.

80. léta — byla popsana lymeska nemoc podle méstecka Lyme v Connecticatu,
kde Steere a spol. zpozorovali epidemicky vyskyt zanétlivé artropatie

s pfedchazejicim erytémem u 59% déti. Také tato oblast byla charakteristicka
pfemnozenim klistéte rodu Ixodes dammini.

1982 — objeveni spirochéty jako plvodce infekce, zafazeni mezi borelie a
oznacena Borrelia burgdorferi.

1987 — na lll. mezinarodni konferenci v New Yorku oznaceni lymeska borelioza.
(Bartunék, 2006)



Tab. 1.1 Zdsadni objevy v historii lymeské borelidzy

1883 | Prvni popis ,,idiopatické atrofie kiiZze*, pozd&ji oznadené jako | Buchwald
Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA)
1894 | Lymphocytosis benigna cutis Spiegler
1909 |Erythema migrans (EM) Afzelius
1921 |Souvislost mezi pfisdtim kli$téte a EM Afzelius
1922 | EM + postiZeni nervového systému Garin + Bujadoux
1923 | Prvni popis viceetného EM Lipschiitz
1924 | Souvislost ACA a kloubnich obtiZi Jessner
1941 | Meningoradikuloneuritida + postiZeni kloubii Bannwarth
1946 | Uspéch PNC v 1é¢b& ACA Herxheimer
1948 | Specidlni technika k priikazu spirochét v kozni biopsii z EM | Lenhoff
1971 |Zavedeni techniky kultivace borrelif Kelly
1975 |Epidemickd artritida Steere
1980 | PostiZeni srdce Steere
1982 |Izolace borrelie (Bb) v kli§téti Ixodes dammini Burgdorfer
1983 |Prukaz Bb v krvi pacientti s LB Benach
1984 | Priikaz protildtek v séru nemocnych (LB) Ackermann
1985 | Prvni dikaz o transplacentdrnim pfenosu Bb Schlesinger

1987 |Doporucen ndzev lymeskd boreliéza (III. mezindrodni
konference, New York)

(Barttinék, 2006, Lymeska boreliéza, s.12)




4. Mikrobiologie

4.1.Morfologie — Borrelia spp.

Patogen zpUlsobujici onemocnéni lymska boreliéza se nazyva Borrelia
burgdorferi sensu lato. Je to tenka, s pravidelnymi zavity spiralovité vinuta
bunka o rozmérech 0, 2 ym. x 4-30 ym. Zavity maji vzdalenost 2, 2 ym.

s poctem 4-15. Pohybuiji se rotaci kolem podélné osy nebo se smrstuji a
natahuji. Pohyb umoznuje 7-9 biciku. (Jiné patogenni borelie mohou mit az 20
bi¢iku.) Biciky jsou tvofeny vnéjSim a vnitfnim glykoproteinem o molekulové
hmotnosti 41 a 14 kD. Protein se nazyva flagelin. BiCiky se vypinajici se
z bazalnich disk( mezi obéma konci buriky. Bazalni disky jsou umistény
v cytoplasmatické membrané, ktera obtaci télo borelie pod vnéjsi bunéénou
sténou. Ta je tvofena tfemi vrstvami:

a) vnitfni peptidoglykanova

b) stfedni lipopolysacharidova

c) vnéjSi lipoproteinova
Sténa je oddélena periplazmatickym prostorem od cytoplazmatické membrany
na povrchu protoplazmatického valce.

Flexibilita membran je dana vysunutim bi€ikl v proximalnim a distalnim
sméru, tvorbou cyst a vylu€ovani membrandznich vezikult. Vezikuly maji stejné
slozeni jako bunécna sténa a navic maji plazmidovou vybavu. Fluidita vnéjSi
membrany umoznuje posun antigennich molekul proteint a bunéénych
glykosaminopeptidovych receptord, které jsou vyznamné pro adhezi
s hostitelskou burikou. Borelie se odliSuji od ostatnich spirochét pfitomnosti
intramembrandznich télisek podobaijici se tvaru fibril a vezikul. Jsou podobné
glykokalyxu bunék.(Bartlinék, 2006)
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Obr. 2.1 Elektrongram — ukazuje biciky oznacené monoklondlni protildtkou proti

flagellinu (Mab H9723), které obtdci spirdlovité vinuté télo B. garinii pod vnéjsim
obalem (konjugdt Protein A-zlaté partikule) (Jansen GmbH), zvétSeno 100 000x (foto
D. Hulinskd)

(Bartlinék, 2006, Lymeska boreliéza, s.14)

4.2.Rust

K ristu, pohybu, Zivotu i virulenci Borrelia burgdorferii je nutna
pritomnost bic¢iku a vnéjsich povrchovych proteint Osp (Outer surface proteins)
bunécné stény.

Mikroaerofilni borelie rostou in vitro ve vysoce obohacené komplexni zivné
pudé BSK (Barbourova-Stoenerova-Kellyho piida). Zde je genera¢ni doba rastu
12 — 14 hod., in vivo neni znama. V krvi byl rust borelii pozorovan pomoci
pricného a podélného zaskrceni matefské bunky. Matefska bunka ztraci
pomoci téchto zaskrceni septa asi polovinu bi¢ikd. U dcefinych bunék z disku a
hackud vyrostou nové biciky. K obnové biciki nedojde pouze v nevhodnych
podminkach, jako pfi pouziti ATB, lytické enzymy a tim se pak naruSuje
soudrznost buriky. Vytvari se nepravidelné struktury, cysty, vezikuly, granula,

zarodecné ,, gema“. Mohou se pozorovat v krvi i v mozkomi$nim moku.
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V experimentalnich podminkach borelie dokazuji velkou odolnost.
V citratové krvi vydrzi ¢trnact dni pfi 4 °C, v mozkomisnim moku osm dni a dva
dny v destilované vodé. Ze znecisténé vody infikované infikovanymi klistaty
nebo jejich vykaly a vykaly hlodavcl a ptaku, Ize borelie také izolovat.
(Bartanék, 2006)

4.3.0dliSnosti patogena

Vyzkum histopatogeneze vedl k hypotéze o vyvoje cyklu spirochét, to je
antigenné, imunologicky a morfologicky odliSnych borelii v organismu hostitele i
v klidtéti rodu Ixodes (Burgdorfer, 1999).

Cystické formy jsou povazovany za morfologickou fazi v nevhodnych
podminkach pro spirochétu.

Imunologickou fazi tvofi borelie, které infikuji hostitele bez ohledu na
jeho imunitni obranu fadu mésicu a let.

Antigenni fazi tvofi antigen variabilni systém (VIsSE), diky kterému mohou
spirochéty aktivni imunitni obrané a Ié¢bé.(J. Burrascano Jr., 2008)

Spirochety se liSi svym fenotypem a genotypem.

Povrchové antigeny (imunologické proteiny):

Osp A, B — variabilni a maji plazmidovy pavod

p41 — bi¢ikovy flagelin, ma specifické epitopy

p60 — obecny antigen, spolecny i pro jiné bakterie
Osp C - hlavni imunogen v ¢asné imunitni odpovédi

p10OO0 — hlavni imunogen v pozdni imunitni odpovédi

Povrchové antigeny maiji odliSnou velikost i antigenni reaktivitu. Jsou to
lipoproteiny plazmidového plvodu. Plazmidy maji kruhovou i linearni strukturu.
P¥i jejich ztraté dochazi sou€asné ke ztraté virulence a variability proteinu,

nebot jsou nositeli genu.
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Borelie intracelularné ulozené se nedéli. Intracelularni perzistence borelii
byla prokazana in vitro, in vivo i po IéCbé ATB. Borrelia burgdorferii sensu lato
tvofi extracelularni membranové vezikuly s povrchovymi antigeny Osp A, B, C,
D a plazmidovou DNA. Je to obranny mechanismus proti sérovym protilatkam.
Borelie se zbavuje antigent v podobé vezikul a tim dochazi k fagocytéze
vezikul a ne spirochét.

Borelie je heterogenni bakterie ménici se vlivem prostfedi, pfenosu na
teplokrevného hostitele, unika z mista obranné reakce hostitele, vaze a aktivuje
hostitelské enzymy, reguluje vlastni povrchové proteiny, ovliviuje syntézu

adhezivnich molekul a cytokinU a také zplsobuje organovy tropismus.
(Bartanék, 2006)
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5. Laboratorni diagnostika

Laboratorni diagnostika borelidézy je odliSna vzhledem k velké pestrosti
moznych klinickych projevu a rozliSeni vysledkl od akutniho stadia
k anamnestické reakci. Diagnéza onemocnéni spociva na klinickém obrazu,
epidemiologické anamnéze a laboratornim vySetfeni. Laboratorni metody by
mély klinickou diagn6zu objasnit, nejen konfirmovat.
Odbér vySetfovaného materialu a jeho pfiprava musi vzdy probihat za
danych podminek:
a) Musi se vzdy zajistit sterilni odbér (dezinfekce, sterilni odbérové nadoby
a jehly), pfedevSim u odbéru mozkomisniho moku, krve, synovialni tekutiny,
atd.
b) Odbér musi provadét vzdy odborné zplsobila osoba (mozkomisni
mok,...)
c) Je dulezité pouzit vhodné odbérové nadoby dle metody (sterilni
zkumavky, vakuové zkumavky s pfesnym pomérem antikoagulacniho Cinidla
EDTA).

d) Doba odbéru také maze ovlivnit kvalitu vzorku.(Votava, 2010)

5.1. Pfimé metody

PFima diagnostika plivodce onemocnéni je idealni zpusob, pokud se
vySetfuje material, kde se pfimo puvodce nachazi nebo se nachazi néjaka jeho
Cast. K pfimému prikazu borelii patfi metody, kultivaéni, mikroskopicke,

histologické, elektronoptické a PCR metoda.(Kimmig, 2003)
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5.1.1. Kultivace

Kultivace borelii je mozna na zivné pudé BSK (viz. PFilohy). Kultivace
probiha pfi teploté 33°C. Alanin je nutny ke kultivaci pfitomnych cyst. Tomuto
kroku se fika predkultivace.

Kultivace probiha ve tfech stadiich. Tim dalSim je kultivace staticka, kde
ridstem a zménou metabolismu v boreliich dochazi hlavné ke zméné jejich
prostfedi. Proto je nutné po ¢trnacti dnech provézt kultivaci kontinualni
v podminkach nové pldy, tzv. pasazovani. Teprve po tfech pasazich Ize mluvit
o0 izolaci kmene.(Hulinska a kol., 2000)

K rdstu borelii je dulezité dodrzet teplotu, osmoticky tlak, slunecni
svétlo, UV zafeni, pH 7, 5, oxidoredukéni potencial (Eh £ 0, 1 do 0, 1 -0, 2).
SniZenim oxidoreduk&niho potencialu Ize docilit pfidanim cysteinu nebo
kyseliny asparagové. Ke kultivaci borelii se pouziva krevni plazma.(Votava,
2000)

Kultivace prokazuje zivé borelie v organismu. Kultivace je bohuzel malo

vytézna.

5.1.2. Svételna mikroskopie v zastinu

DalSi metoda pfimého prukazu je svételna mikroskopie v zastinu.
Pouziva se k prukazu pohyblivych borelii v klistéti. Slouzi k prdzkumu rtznych
lokalit, jaké je riziko pro lidi a také se touto metodou stanovuji vyvojova stadia
klistat.(Bartinék, 2006)
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5.1.3. Histologicky prukaz

Histologicky prikaz borelii ma dvé varianty metod. Bud' na preparat
pouzit barveni Giemsou — Romanowski (viz. Pfilohy) a toluidinovou modfi nebo
preparat nechat natravit amylazou a pouzit stfibfeni pomoci 1% dusi¢nanu
stfibrného. Obé metody Ize pouzit i na tkané zalité v parafinu. Pro specificnost
metody je nutné pouzit monoklonalni protilatku proti povrchovym antigendm.
(Hulinska, 2006) Pfimy histologicky prikaz u boreliézy z excize kuze pfi EM je

mozny, ale v klinické praxi se nepouziva.(Bartlinék, 2006)

5.1.4. Elektronopticky prakaz

Elektronopticky prikaz antigenu zhodnocuje morfologii borelie a
imunocytochemickou reakci antigenu s monoklonalni protilatkou. Material je
bud centrifugovan nebo pfipraven na tenké ultrafezy. Upraveny material se
fixuje roztokem 4% paraformaldehydu a 0, 1% glutaraldehydu. K negativnimu
barveni se pouziva 1% fosfowolframova kyselina nebo 1-8% uranylacetat. (Na
toto vySetreni musi byt heparinizovana krev, u neuroborelidézy se vysSetfuje
mozkomidni mok)

ISEM (imunosorbentni elektronova mikroskopie), podobny prikaz, ale
s pouzitim specifické protilatky na pevném sorbentu (mikroskopicka sitka
s formvarovou blankou) a nasleduje adsorpce antigenu a monoklonalni
protilatkou zna¢ena zlatem. Metoda nebyla dosud standardizovana, proto muze

byt zatim pouzita jako doplfikova metoda pred kultivaci.(Bartinék, 2006)
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5.1.5. DNA - hybridizace

DNA — hybridizace zaloZena na detekci DNA a RNA borelii. Jde o vazbu
uméle zhotovené proby, vétdinou klonované DNA borelii, znacené
radioaktivnim izotopem, na znamou sekvenci DNA borelii, jeZ je fixovana na
membranovém nosici.(Bartinék)

K vySetfeni touto metodou se pouziva Zilni krev s K2 EDTA, ze které je
izolovana DNA pomoci depurinace, alkalické hybridizace a neutralizace. Po té
nasleduje kontrola Cistoty a koncentrace pfipraveného vzorku — izolatu
DNA.(SimGnek, 2010)

5.1.6. PCR

PCR metoda je mnohem citlivéjSi nez DNA- hybridizace. Je vhodna na
detekci genetického materialu Borrelia burgdorferi v synovialni tekuting, krvi,
moci, mozkomisnim moku, kizi a jinych tkanich. Jde o princip
mnohonasobného zmnozeni genetického materialu pomoci enzymu
polymerazy. Diky tomu je mozné prokazat i velmi malé mnozstvi DNA
patogena. (K faleSné pozitivni reakci muze dojit, pokud se zmnozi zavleCeny
nezadouci geneticky material. Tato metoda je citliva i na jeji pfipravu!) Vyhoda
PCR metody u stanoveni DNA Borrelia burgdorfiri je, Ze se muze touto
metodou vySetfovat plazma, moc, mozkomisni mok béhem |é€by i kratce po ni.
(Bartunék, 2006)

(PFiprava vzorku k PCR metodé je shodna s pripravou vzorku k DNA-

hybridizaci.)
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5.2.Nepfimé metody

Nepfimym prikazem rozumime prikaz infekéniho agens podle nalezu
stop, které zanechalo v organismu, totiz naprostou vétSinou nalezu protilatek,
zcela vzacné podle prikazu specifické bunééné imunity. (Votava, 2001)

Sérologické metody se provadéji s podezfenim na ta onemocnéni, kde je
Spatna dostupnost a obtiznost kultivace nebo jinych pfimych metod jako je tomu
pravé u lymeské borelidzy. Imunitni odpovéd je velmi variabilni.(Kimmig, 2003)

Vysledky sérologického vySetfeni v ¢asné fazi onemocnéni nebo u osob
Casné léCenych ATB jsou vétSinou negativni. Asi u tfetiny nemocnych dochazi
za 3 — 6 tydnu k tvorbé IgM protilatek (protilatky znacici obecné ¢asnou fazi
onemocnéni, netvofi se po Ié€bé nebo imunodeficitni jedinci), jejichz hladina se
postupné snizuje a béhem nékolika mésicu, (nékdy i let) vymizi. IgG protilatky
(protilatky znacici pozdni stadium nemoci nebo imunitni pamét’ na infekeni
agens Ci oCkovaci latku) se vétdinou objevuji az v nepfitomnosti IgM, maji
vrcholnou hladinu az v pozdni fazi onemocnéni. Mohou pfetrvavat mnoho let i
po IéEbé a nemaji vztah k uspésnosti terapie nebo pretrvavani spirochét
v organismu. Zvyseni t&chto protilatek neni indikaci k prelégeni. Casovy interval
mezi vzorky by mél byt 6 — 8 tydnu, k porovnani hladin téchto odliSnych
protilatek a posouzeni, v jakém stadiu se onemocnéni nachazi a podle toho
také stanovit terapii.(Tichacek, 1996)

U Casné neuroboreliozy Ize protilatky detekovat dfive v mozkomiSnim
moku nez v séru. U neuroboreliézy se vypocitava index mozkomisni mok/sérum
(pouziti ELISA testu) = hodnota vétsi nez 1svédsi o pfitomnosti protilatek
v CNS. (Problém pfes hematoencefalitickou bariéru.)

VSechny sérologické metody maji podobny princip, zviditelnéni reakce
mezi antigenem a protilatkou.

Laboratorni diagnostika lymeské borelidzy je v sou€asné dobé zalozena
hlavné na sérologickém vySetfeni, napf. metodou ELISA, IFA, Imunoblotting,

Western blot, enzymovy imunosorb¢ni test.
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infekce

IgM

zadatek onemocnéni

\

latentni doba

10-30 dni priblizné 3-5 mésict

Obr. 39

Casc?vy vyskyt protilétek IgM a IgG (na piikladu borreliézy). Pfi infekci se nejdFive vytvori
protilatky IgM, které existuji jen nékolik mésico. Protilétky IgG predstavuji ,,dlovhodobou
paméf” imunitniho systému; objevi se sice pozdéji, ale jsou prokazatelné éasto po celé roky,
nebo dokonce cely Zivot.

(Kimmig P., Klistata, 2000, s.68)

5.2.1. ELISA

ELISA je vubec nejCastéji pouzivanym sérologickym testem na prikaz

specifickych antiboreliovych protilatek. Je preferovana proto, Ze je citliva a lze ji

automatizovat a dobfe kvantifikovat. Ve vétsiné laboratofi se pouziva jako

screeningovy test.

K této metodé se pouzivaji:

Polyklonalni protilatka vazana na pevném povrchu (vétSinou na sténé jamky
v mikrotitracni desti¢ce)

Monoklonalni protilatka navazana na enzym

Rozpustny antigen — ve vySetfovaném séru, sleduje se jeho pfitomnost
Enzym — vétSinou peroxidaza

Chromogenni substrat

Kyselina sirova

Roztok na vyplachovani pfebytkl z mikrodesticky
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- Detekeni pristroj — spektrofotometr (méfeni absorbance pfi
monochromatickém zareni 380 — 405nm.)

- Automaticka mikropipeta a sterilni Spicky

Princip metody:

Na sténu destiCky s navazanou protilatkou se navaze antigen. Po
promyti se na neobsazenou ¢ast navaze protilatka s enzymem. Po nasledném
promyti se antigen prokaze pfidanim chromogenniho substratu, ktery je
enzymem $tépen na barevny produkt. Intenzita zbarveni je pfimo umeérna

koncentraci antigenu (Pecka, 2006)

Postup reakci:

1. Do jamky s navazanou protilatkou pfidame vzorek.
Antigen se nachyta na navazanou protilatku.
Vyplachneme zbytek vzorku.

Pfidame druhou protilatku s navazanym enzymem.
Protilatka se navaze na antigen.

Vyplachneme zbytek nenavazané protilatky.
Pridame bezbarvy substrat.

Po reakci substratu s enzymem se smés zbarvi.

© 0o N o g bk~ 0N

Reakci zastavime pfidanim kyseliny sirové
10.Zméfime vysledné zbarveni
11.Vyhodnotime

(Pecka)

Dnes se ve vétsiné laboratofi pro tuto metodu pouzivaji automaty.

VySetfeni na lymeskou boreliézu ELISA testem nasi laboratofi. (Mikrobiologie,

Nemocnice Pisek):

NasSe laboratof k vySetfeni na lymeskou boreliozu pouziva testovaci soupravu
ELISA od firmy UROIMMUN.
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Testovaci souprava poskytuje semikvantitativni nebo kvantitativni in vitro
zkousku na lidské 1gG(IgM) protilatky proti borreliovym antigenim v séru nebo
plazmé. Souprava obsahuje mikrotitracni pasky po 8 odlomitelnych reagenc¢nich
jamkach potazenych smési celych antigenovych extraktl Borrelia burgdorferi

sensu strigo, B. afzélii, B. garinii a rekombinantni VISE B. burgdorferi.

V 1. reakénim kroku se v jamkach inkubuji nafedéné vzorky:
100 pl. kalibraénich sér (¢.1-200 RU/ml.; ¢.2- 20 RU/ml.; €.3-2 RU/ml.),
pozitivni, negativni kontrola a nafedéna séra pacientu.
- Inkubace 30 min. pfi pokojové teploté, promyvani promyvacim pufrem
- Pfi pozitivni reakci se navazi IgG(IgM) protilatky na antigen
V 2. reakénim kroku se detekuji navazané protilatky pouZitim enzymové
znacenych IgG protilatek:
100 pl. enzymového konjugatu (enzym peroxidaza),
-inkubace 30 min. pfi pokojové teploté, promyvani promyvacim pufrem
Ve 3. reakénim kroku dochazi ke znaceni chromogen/substratovym roztokem:
100 pl. chromogen/substratového roztoku (barevna reakce)
- Inkubace 15 min. pfi pokojové teploté, nutné chranit pred svétlem
- 100 pl. roztoku 0,5M kyseliny sirové — zastavovaci roztok reakce
Nasleduje fotometrické méfeni pfi vinové délce 450 nm. a referen¢ni délce
620 nm. a 650 nm. béhem 30 min. pocCinaje pfidanim zastavovaciho roztoku.
Hodnoceni:
-semikvantitativni- pomér extinkéni hodnoty pacientova (nebo kontrolniho)
séra a extink¢éni hodnoty kalibra¢niho séra 2.
Pomér < 0,8 negativni
Pomér = 0,8 do < 1,1 hrani¢ni
Pomér = 1,1 pozitivni
-kvantitativni- sestaveni standardni kalibra¢ni kfivky a vyneseni bodU
extink&nich hodnot sér pacientu
<16 RU/ml negativni
=216 az <22 RU/ml hrani¢ni
222 RU/ml pozitivni
(pracovni navod ELISA)
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Prilomem bylo rozhodnuti Centrem pro kontrolu v prevenci nemoci
urCujici uziti metody nasledujici po ELISA testu u hrani¢nich hodnot a u hodnot,
kdy hodnoty protilatek se neshoduiji s klinickym stavem pacienta zvany

imunobloting nebo western blot.(Bartunék, 2006)

5.2.2. Western blot

Western blot ma vysokou specificnost pro konfirmaci vSech pozitivnich a

hrani¢nich protilatek. Pfi metodé western blot na rozdil od ELISY dochazi

k rozlieni protilatek od raznych proteint plvodce. Zobrazi se v podobé
jednotlivé zbarvenych prouzk( na papirovém podkladé. Nékteré z prouzk
davaji jednoznacnou informaci. ELISA je brana jako vyhledavaci test a western
blot jako ovéfovaci test. Vysledna negativita u western blotu je brana jako
faleSné pozitivni hodnota v ELISA testu. | u western blotu se odliduji Casné a
pozdni infekce, urcujici protilatky IgM a IgG.

Pro kompletni vySetfeni protilatek u lymeské boreliézy se vyzaduiji tyto testy:
ELISA: IgM; ELISA: IgG; WB: IgM; WB: 1gG (Kimmig, 2003)
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Obr. 42

Schéma westernblotu (immunoblotu).

Na rozdil od jednoduché ELISY umoziiuj
westernblot soucasné rozliseni protilétek
od ruznych protein pivodce; zobrazi se to
v podobé jednotlivych zbarvenych prouzk.

(Kimmig,2000, Klistata, s.70)

22



5.23. IFA

Jedna z poslednich pouzivanych metod je IFA (imunofluorescence).
Vazby protilatek na puvodci se prokazou pomoci fluorescenéniho barviva. Pfi
pozitivni reakci dochazi pod UV zafenim k fluorescenci plvodce zelené a pfi
negativnim nalezu se jevi Cervené.

PFimy postup metody je reakce protilatek tfidy IgM a IgG se substratem
obsahuijici borelie nanesenym na sklicku. Reakce je variabilni, zavisla na druhu
borelii, ktery infekci vyvolal.

Hodnoceni je subjektivni. Pouziva se zvifeci Ig (imunoglobulin)
konjugovany s fluoresceinem.

Vyhodou je fedéni sér a tim moznost identifikovat hodnotu titru
pfitomnych sérovych protilatek. Rozmezi pozitivnich hodnot je od 1:40 -
1:1280.

Sérum od pacientl s lymeskou boreliozou muze nékdy reagovat ve
specifickych treponemovych testech, ale ne v netreponemovych,
pf.VDRL.(Stites, 1994)
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6. Patogeneze

Borrelia burgdorferi sensu lato (dale jen Bbsl) je komplex 11 ovéfenych a
pojmenovanych genospecies. Do této skupiny z evropskych patogennich
kmenU patfi Borrelia burgdorferi, Borrelia afélii, Borrelia garinii.Borrelia
burgdorferi sensu stricto (dale jen Bbss) jsou pojmenovany hlavné americké
kmeny. Bbss, Borrelia afzélii, Borrelia garinii a Borrelia spielmanii maji
prokazanou patogenitu.

Spirochéty nebyly dosud samostatné prokazany v pfirodé, Ziji obligatné
paraziticky. Jejich biologicky cyklus je udrzovan mezi hostiteli ptaCimi, sav€imi a
klitaty rodu Ixodes. Pfenos z ¢lovéka na ¢lovéka se nevyskytuje. Za hlavni
epidemiologickou skupinu jsou povazovani hlodavci a ptaci, nebot’ maji velkou
roli v Sifeni pfirodnich ohnisek infekce.

Borelie pronikaji do organismu pomoci pfenasece, kterym je nejCastéji
klisté v jakémkoliv vyvojovém stadiu. | z vykall klistéte pronikaji borelie pres
neporusenou kazi. Dal§i zplsob pfenosu je pfi odstrafiovani klistéte
nechranénou rukou, laboratorni infekce, pfi transfuzi krve a pfenos pres
placentu z matky na plod.(Havlik, 1990)

Vyvojova stadia klistéte jako jsou larvy, nymfy a dospélci saji nékolik dnu
a po preneseni borelii do organismus projevi prolongované nebo perzistujici
infekce, vétSinou asymptomatické.(Kimmig, 2003)

Pfenos je mechanickou i sloZitou biologickou zaleZitosti. Spirochéty se
nachazi v zazivacim traktu sajiciho klistéte a produkuji vnéjsi proteiny (OspA,
B, C,D, E, F, p6, VISE, p66), ale jen pokud je klisté nasaklé krvi.

OspA umoznuje adhezi spirochét k epitelovym bunikam zazivaciho traktu
klistéte.
OspC dovoluje, aby spirochéty mohly opustit zazivaci trakt.

Preziti spirochét v organismu je zavislé na jejich neustalém mnozeni.
Prvnim krokem v organismu hostitele je adherence borelii k tkariovym
strukturam. Kmeny borelii se lii pfitomnosti adherencnich faktoru, diky nim se

mGzou $ifit z mista inokulace. Sifeni hematogenni je méné vyznamné nez
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Sifeni lyzogenni ¢i tkanove. Borelie, které neobsahuiji proteiny OspA a OspC
jsou invazivnéjSi. Diseminace u vnimavého hostitele trva 2 — 4 tydny.

Borelie maji afinitu k vazivovym strukturam, kolagennim vliakndm, maiji
schopnost aktivovat plasminogen s kaskadou fibrinolytickych reakci. Ve tkani je
pritomna zanétliva celulizace, hlavné aktivované makrofagy produkujici cytokiny
TNFaq, IL-1b, IL-6 a chemotaktické substance IL-8, MPC-1. Monokiny uvolfiuji
expresi adhezivnich molekul E-selektin, VCAM-1, ICAM-1 na endotelové bunky
a naslednym uvolfovanim monocytu a granulocyt do postizené tkané.
Spirochéty maji také schopnost aktivovat komplement a tim chemotaktické a
vazodilataéni reakce.(Bartlinék, 2006)

Klinickym dukazem imunitni reakce jsou celkové chfipkové pfiznaky,
erytém, stadium generalizace do organu a relapsy nebo chronické stadium
onemocnéni. Imunitni odpovéd je mirna, letalni pfipady nejsou znamy.

Zakladni klinicko-patologickou charakteristikou vyvolavatele Bbls je
dobra adaptace na vnitfni prostfeni ¢lovéka. Patogeneze tkanovych zmén u
lidské infekce je z vétSi Casti neobjasnéna a pravdépodobné se lisi u
jednotlivych forem postizeni. V zasadé vsak Ize rozliSit Ctyfi zakladni
mechanismy patologického plsobeni:

1. MnoZeni spirochét in situ s naslednym poskozenim vlivem zanétlivych
mediatortl a komponent spirochét.

2. Imunopatologické reakce vyvolané zkfizenou antigenni reaktivitou mezi
spirochétou a tkanovymi antigeny za pritomnosti spirochét.

3. Imunopatologické reakce odstartované pfitomnosti spirochét, avsak
pokracujici bez jejich dalSi pfitomnosti.

4. Malo definované ,, toxické“ reakce spojené s perzistenci agens
v organismu (napf. encefalopatie pfi pozdni neuroboreliéze). (Picha,

2006)
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Tabulka 1.1 Zasadni objevy v historii lymeskeé boreliozy

Geografickeé

Species e Vektor Patogenita
rozsireni
. . . Ixodes persulcatus(Asie) Lymeska boreliéza-kozni
ol Sirell Evropa, Asie Ixodes ricinus(Evropa) Iéze,ACA
Borrelia Sev. Amerik Ixodes dentat t .
andersonni ev.Amerika xodes dentatus nepatogenni
Ixodes pacificus,Ixodes
orrelia bissetti Sev.Amerika Scapularis*,Ixodes nepatogenni
spinipalpis**
Ixodes pacificus (USA)
Borrelia Evropa. USA Ixodes ricinus (Evropa) Lymeska boreliéza, Borrelia
burgdorferi pa, Ixodes scapularis (USA) burgdorferi - artritida
Ixodes uriae (Svédsko)
3orrelia garinii Evropa, Asie Ixodes pe_rsulcatus (Asie) Lymes_ké poreli{:za -
Ixodes ricinus (Evropa) neurologické manifestace
_Borel_ia Japonsko Ixodes ovatus nepatogenni
japonica
Il?sc;':;ililse Evropa, Sev.Amerika Ixodes ricinus Patogenni?
3orrelia sinica Cina Ixodes ovatus nepatogenni
Jorrelia tanukii Japonsko Ixodes tanuki nepatogenni
Borreli turdi Japonsko Ixodes turdi nepatogenni
Ixodes columnae (Asie)
Borrelia Evropa, Cina, Korea, Ixodes nipponensis Erythema migrant, provazi
valaisiana Tchajwan, Japonsko (Asie) B.garinni
Ixodes ricinus (Evropa)
ssizrl:sgﬁii Evropa Ixodes ricinus Lymesk%tzng,r'&ag;\za kozni

*- Ixodes scapularis dfive Ixodes dammini
**_|xodes spinipalpis dfive Ixodes neotomae

(Bartlinék, 2006, Lymeska boreliéza, s.25)
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7. Klinické projevy

Klinické projevy lymeské borelidézy jsou velmi pestré. Mohou imitovat
celou fadu rdznych klinickych syndromd spadajicich do sféry zajmu rdznych
medicinskych oborl jako je revmatologie, neurologie, dermatologie, kardiologie,
psychiatrie a dal$i.(Cerny a kol., 2008)

Lymeska borelioza ma ¢asné a pozdni stadium.

Klinicka stadia lymeské borelidzy:

1.stadium — ¢asna lokalizovana infekce

Erythema migrant (EM)
Lymphadenosis cutis (solitarni lymfocytom, Casty pfi reinfekcich)

Generalizované symptomy: chfipkovy infekt (pfechod do stadia 2)

2.stadium — asna diseminovana infekce

Manifestace na kizi:

Sekundarni [éze EM_(vzacné)

Lymphadenosis cutis beninga (diseminovany lymfocytom)
Neurologicka manifestace:

Bannwartiv syndrom (meningoradikuloneuritis)

Obrna mozkovych nervl (pfedevsim N.facialis)

Kardialni manifestace:

Karditis (tachyaritmie, A-V blokada)

Revmatologicka manifestace:

Myalgie, artralgie

3.stadium — perzistujici infekce (chronické postizeni kolagenu)

Revmatologicka manifestace:
Artritida, (myozitida)

Neurologické pozdni manifestace:
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Periferni neuropatie

Progresivni encefalomyelitida
Dermatologické pozdni manifestace:
Aromadermatitis chronica atrophicans (ACA)

(Landesarbeitsgruppe Borreliose und FSME, 1999)

Inkubacni doba se liSi podle klinickych projevi. U EM je 7 — 10 dni (
rozpéti 1 — 180 dni), u desiminované Casné formy 20 — 65 dni, u pozdni
formy 6 — 12 mésicl i nékolik let.(Tichacek, 1996)

7.1.Postizeni kiize

Typickym pfiznakem je pomalu Sifici skvrna, zvana erythema migrans
(EM), ktera se objevi v misté prisati klistéte. Skvrna se kruhové zvétSuje a ma
vétSinou ohrani¢eny lem s vybledem uprostfed. Klinicky je mozné rozlisit tfi
zakladni typy EM:

-anularni — Sifi se do okoli s centralnim vybledem, centralni hojeni

- homogenni — nemusi se S§ifit do okoli, misto zlistava zarudlé

-homogenni s lemem — dva i vice soustfednych kruh
Skvrna je obvykle vétsi nez pét cm. Mlze se vytvofit béhem nékolika dnu po
prisati klistéte, ale také az za nékolik tydnld. EM se objevuje u 70 — 80%
pacienttl.(Svecova, Buchvald, Oprsalova, Dolezalova, 2000)
Casnym pfiznakem mGze byt také horeéka, tfesavka, bolesti ve svalech, Gnava.
Tato faze muze pfipominat pfiznaky chfipky. (Tichacek, 1996)

Projevy EM neboli, svédi, je citlivy na dotek a je teplejsi nez okolni kize.
Bez 1é€by vymizi do nékolika tydnl az mésicu, pfi ATB IéCbé ustupuji za nékolik
dni. Boreliovy lymfocytom je temné Cerveny az modroCerveny uzlik velikosti 1 —
5 cm., muze byt doprovazen zdufenim miznich uzlin. Projevuje se vétSinou u
déti, vyjimecné u dospélich. Byva lokalizovan na usnim boltci, na Spi¢ce nosu,
na dvorci prsni bradavky a na skrotu. Lymfocytom muze bez |éCby trvat nékolik

mésicu az rok. (Hercogova, 2006)

28



7.2.Postizeni kloubt

Postizeni kloubl pfi onemocnéni lymeska boreliéza se nazyva lymeska
artritida (LA). Projevuje se bolestmi, které se stéhuji a trvaji kratkou dobu. Ataky
se opakuiji. Patfi sem i zanétlivé projevy dalSich struktur pohybového aparatu.
Jedna se zejména o zanéty Slach a jejich pochev (tendinitidy, tandovaginitidy,
tenisynovitidy), apony vazu a Slach do kosti (enteritidy), kloubnich pouzder a
burs ( kapsulitidy, bursitidy), svalt (myositidy). (Tichacek a kolektiv, 1996)
Projevy postizeni pohybového aparatu v prabéhu jednotlivych stadii
lymeské boreliézy maji rizny charakter a je mozné je rozdélit do tfech skupin:
- Artralgie — muskuloskeletarni bolest bez objektivniho nalezu na kloubu a
jeho okoli

- Artritida — kloubni zanét s objektivnim nalezem zhrubéni nebo zesileni
synovialni membrany a/nebo kloubniho vypotku.

- Chronické zmény kloubu a kosti pod kizi s ACA.
(ValeSova, 2007)

7.3.Postizeni oka

O¢ni projevy borelidzy jsou velmi riznorodé, mohou se objevit ve vSech
fazich nemoci. Konjunktivitida, episkleritida i edém vi¢ek se objevuje v Easném
stadiu choroby béhem nékolika dni po objeveni EM. Epitelialni ¢i stromalni
keratitida mize vzniknout za mésice i lIéta po prvnich pfiznacich. Uveitida je
popisovana spiSe v pozdnich fazich LB jako projev imunoalergické reakce, ale
muze byt také prvnim klinickym projevem. Vzacnéji se pozoruje exsudativni
odchlipeni sitnice, méstnava papila nebo neuropatie optiku. Prvnim projevem
LB mohou byt i obrny, jednostranné ¢i oboustranné postizeni n. VI, méné Casté
je postizeni n. lll. a n. IV. Porucha nervu VI. Je ¢asto spojenai s lézi n. VII.
(Diblik, 2006)
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7.4.Postizeni srdce

Lymeska karditida (LK) je oznaCeni pro postizeni srdce, ke kterému
dochazi ve druhém stadiu borelidzy, zpravidla v odstupu dvou tydnu az péti
meésicu.

Srdecni obtiZze se mohou projevit dusnosti a pfipominat infarkt
myokardu. Kardialni symptomy provazeji atrioventrikularni bloky nebo vzacnéji
akutni myoperikarditidu.

Klinickou manifestaci LK Ize pro pfehlednost vymezit do uvedenych
okruha:

- Poruchy srde¢niho rytmu

- Perikarditida (s vypotkem nebo bez néj)

- Myokarditida (s recentnim srde¢nim selhanim nebo bez né))

- Dilatovana kardiopatie jako pozdni projev manifestace.
Nejvét§im diagnostickym problémem ve vyS$Sich vékovych skupinach je
prukaz LK pro vysoky vyskyt ICHS. V tomto kontextu je nutné upozornit na
mozny vliv s vékem stoupajici prevalence poruch srde¢niho rytmu.
(Bartunék, 2006)

7.5.Neuroboreliéza

Nervové pfiznaky zahrnuji bolesti hlavy, ztuhlost Sije, poruchy citlivosti a
hybnosti, obrny, zejména licniho nervu, bolesti v zadech i v kon€etinach.
Symptomy kolisaji a mohou trvat mésice a pfejit do chronicity. Jsou projevem
aseptické meningitidy, kranialni neuritidy v€etné obrn hlavovych nervu, chorei,
cerebralni ataxie, motorické a senzorické radikuloneuritidy, myelitidy a

encefalitidy.
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Neuroboreliéza zpusobuje poruchy nervové — svalového prenosu,

poruch emoci, poruchy extrapyramidového systému a poruchy konginitivnich,

pamétovych a exekutivnich funkci.(Barttnék, 2006)

7.6.Postizeni u déti

Rustové, imunologické a dalSi zvlastnosti détského véku vedou i

k rozdiliim v klinické manifestaci LB. Sérokonverze u déti je CastéjSi nez

klinické projevy, tim se odliSuji od dospélych.

EM se Castéji vyskytuje na krku a v obli€eji, unava, nékdy projevy chfipky a
teplotou, spontanné ustupujici do 5 — 21 dni a s EM.

Lymfocytom — vzacny, ale u déti Castéjsi.

ACA — asi u 10% déti v pozdnim stadiu onemocnéni.

Kloubni projevy — asi polovina déti s prokazanou artritidou nema zadny
Casny projev LB. Mlze pfrejit do chronické faze. Klouby jsou zdufelé, boli,
jsou Castéji zarudlé nez u juvenilni chronické artritidy, byva vypotek, je
poruSena funkce. K postizeni kloubu se pfidava myozitida kosternich a
okohybnych svald.

Kardialni projevy — hodné vzacné, po |éCbé hned ustupuiji

Neurologické projevy — bolest hlavy, vyskyt slepoty jako dusledek tézké
intrakranialni hypertenze, ¢asta periferni obrna n. VII. skoro u 55%
zasazenych déti

Lymeska meningitida — jde o lymfomonocytarni pleiocytézu v mozkomisnim
moku, v za€atcich nebyva vysoka teplota, bolest hlavy, nékdy porucha
soustifedéni, nékdy obrna licniho nervu s pretrvavaijici disfunkci n. VII., lepSi
progndza nez u jinych meningitid.

Kongenitalni LB — pfenos z matky na plod, pfenos protilatek IgG z matky
bez klinickych projevl a ani nevyzaduiji Ié€bu. EM v prvnim trimestru — déti

zemreli hned po porodu s ¢astymi organovymi malformacemi.(Hoza, 2006)
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7.7.Postizeni v téhotenstvi

Je pravdépodobné, Ze v zavislosti na dobé, kdy dojde k infekci matky,

muze dojit k rizné zavaznému ohrozeni plodu. Boreliova in

adekvatné léCena ATB. Matka, ktera prodélala infekci v min

plod ohrozit.

fekce v gravidité
pfedstavuje jen nizké riziko pro patologicky vyvoj téhotenstvi, pokud je

ulosti, by neméla

Pravidelné ultrazvukové vySetieni je zaméfeno na odhaleni

1. Trimestr — prukaz borelii v choriovych kicich

2. a 3. Trimestr — placentocentéza, amniocentéza

morfologickych zmén Ci rozvoj hypotrofizace plodu. V Uvahu pfichazi i

prenatalni prikaz infekce plodu metodami invazivni diagnostiky.

Po 22. tydnu gravidity — Ize o¢ekavat imunitni odpovéd plodu.

(Calda, 2006)

systémoveé

L kardialni 1,1 % o,

neurologické 03% psychiatricke o]
15,6 % ’ 0,2%

muskuloskeletalni
11,5 %

éni

0,2 %

dermatologické
71,1 %

Graf 3.12 Zdkladni klinické projevy lymeské boreliozy v CRv ro
(Bartunék, 2006, Lymeska borelidza, s.36)
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8. Terapie

Lécba Lymeské borelidzy se odviji od stadia onemocnéni, ve kterém se
nachazi. V pocate¢nim stadiu k vaskulitickym procestm, proto staci lécba
peroralni. U déti je jina stavba vaziva, proto také staci peroralni [éCba.

ATB jsou vhodna podavat ve fazi déleni borelii, spici zarodky jsou ATB
nedotCeny. Je vhodnéjsi IéCbu opakovat, nez ji dlouhodobé uzivat. Je dobré mit
na zreteli, Ze jde o systémové onemocnéni, a Ze vymizeni kozni Iéze nesveédCi
o vylé€eni choroby. Pouzivana ATB se nesméji poddavkovat, nedoslo by ke
zniceni zarodku ve Spatné pFistupném misté. To muze byt nékdy pFicinou
selhani terapie.(Kimmig, 2003)

Asi 80% pacientl v chronickém stadiu se da vylécit pomoci jednoho

cyklu 1écby.

Lécba urcena pro jednotliva stadia(léCba doporu¢ena nasi laboratofi):

1.stéddium — lokalizovana infekce:
Doxycyklin 2 krat denné 100 mg. peroralné po dobu tfi tydnu.
Alternativou je amoxicilin (napf.3 krat 500mg. - 1g. u dospélych), pfipadné
v kombinaci s probenicidem.
Rovnéz se hodi azitromycin (500 mg./3dny, pauza, 4dny, pauza — to celé 3krat
opakovat).

Pro déti je vhodny amoxicilin.

2.stadium —faze generalizace:
Cefotaxim (Claforan) 2 krat 3g. po dobu tfech tydna.
Ceftriaxon (Rocephin) 2—4 g. po dobu tfech tydnda.
Rezerva: doxycyklin 2 krat 100 mg. nitrozilné po dobu 21 dni.

Azitromycin (Zithromax), Sumamed, Atithrox
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3.stadium — pozdni manifestace >6 mésicu:
Cefotaxim (Claforan) 2 krat 3g. po dobu 21 dni.
Ceftriaxon (Rocephin) 4g. po dobu 21 dni.

Rezerva: doxycyklin i.v.

Makrolidy (v€etné azitromycinu) nejsou v chronickém stadiu vhodné.
(Kurkova, 2011)

Projev 1éCby zacina tzv. Herxheimerovou reakci organismu. Pacient ma
vyrazneé klinické projevy, které se kazdym dnem méni. Jednou jde napf. o
horecku, blednuti kize, jiné dny zase zimnice, tfes, zCervenani v obliceji,
postupné bolesti kloubu, hlavy, svall, . .atd. Béhem IéCby se mohou objevit
zaneéty kloubu. Pokud k Herxheimeroveé reakci nedojde, byla ziejmé Spatné
zvolena diagndéza. Alergie na danou lé€bu jsou vzacné.

Kazdé tfi mésice po dokonceni IéCby by mélo dojit ke kontrole pacienta
jak klinicky, tak i sérologicky. K recidivam nemoci muze dojit i po témér dvou
letech, zpusobené zfejmé ,, spicimi zarodky“ v kolagenech. Pfi dlouhodobé péci

o pacienta dochazi ke zméné symptomu.(Kimmig, 2003)

34



9. Prevence

Jako nejlepSi zpUsob prevence jako u fady jinych onemocnéni by byla
oCkovaci latka. Bohuzel do dnesni doby neni k dispozici vakcina proti boreliéze,
ktera by se mohla pouzit na lidi. Zbyva jen se peclivé chranit pfi pohybu
v pfirodé pred klistaty. Nejvétsi riziko samoziejmé Ciha v endemickych
oblastech, tam je dobré byt opravdu na pozoru. (Daniel, 2007)

Je to ,, vystaveni U€inku u obyvatel nebo u navstévnikl endemické
oblasti na vice nez 30 dni pfed vznikem EM nebo na vice nez jeden rok pfed
projevy pozdni manifestace lymeské boreliézy. Endemicka oblast je pfitom
chapana jako oblast s rizikem lymeské boreliézy podporovanym bud
pfitomnosti ustaleného vektoru (pfenasece Borrelia burgdorferii sensu lato),
nebo vyskytem minimalné tfech pfipadl onemocnéni lidi*. (Bartinék, 2006)

Mira rizikovosti zalezi také na délce pobytu v pfirodé, tim jsou vystaveni
hlavné lidé pracuijici v pfirodé jako jsou lesni délnici, myslivci, zemédélci a dalSi
skupinou jsou lidé travici dlouho volny €as v pfirodé, to jsou turisté, déti

v letnich taborech, dovolené, ...atd.

K ochrané pred klistaty je nutné dodrzovat urcity rezim:

Zakryta co nejveétSi Cast téla, dlouhé kalhoty, vysSi boty

Pouziti repelentu, hlavné na spodni ¢ast téla, boty

V pfirodé se vyhybat rizikovym oblastem, okraje listnatych lesU, vysoké

travy, kfoviny

Po navratu z pfirody je vhodné zkontrolovat celé télo, zda neni klisté pfisato
(muUze byt pfisato i ve vlasech)

- Je dobré se vzdy radéji umyt

(Tichacek, 1996)

Pri zjisténi pfisatého klistéte, je dobré dodrzet tyto pokyny:
- NecCekame, az se klisté nasaje krvi, odstranime ho co nejdfive.
- Nejprve misto, kde je klisté pfisato vydezinfikujeme dezinfekénim roztokem

jako je Jodisol, Septonex, Betadine tct. nebo 3% roztokem jodové tinktury.
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K odstranéni klistéte je dnes vhodné si pofidit specialni pinzetu na klistata,
krouzZivym pohybem odstranime klisté.

Je dulezité davat pozor, aby se klisté nepretrhlo, nerozdrtilo.

Nikdy na kliSté nesahame nechranénou rukou.

Znovu vydezinfikujeme misto stejnym dezinfekcnim roztokem.

Postizené misto peclivé sledujeme az nékolik tydnu.

V pfipadé, ze misto po klistéti bude zarudlé nebo se bude zdat jinak

podezielé, vzdy radéji vyhledame |ékare.(Bartlinék, 2006)
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10. Epidemiologicka situace

Mirné pasmo severni polokoule patfi mezi nejCastéjSi oblast, kde
dochazi k Sifeni lymeské borelidzy pfenasena ¢lenovci, v Evropé pfedevsim
klistétem rodu Ixodes ricinus.

Onemocnéni ma svoji historii, ale nejvétsi rozvoj poznatkd po strance
mikrobiologické a epidemiologické byl v roce 1982.

Bbsl zahrnuje Fadu species.Bbss je odliSna od ostatnich borelii. Za
plavodce, které zpusobuji onemocnéni lymska boreliéza jsou povazovany Bbss,
Borrelia garinii, Borrelia afzélii, Borrelia valaisiana a Borrelia spielmanii.
Rozdéleni na jednotlivé druhy ma i klinicky vyznam. Clenéni kmenu je podle
povrchovych antigent OspA a OspC a jejich serotypu.(Wilske)

Ani v Evropé neni rovhomeérné rozdéleni kmenu, napf. Borrelia garinii
zpusobuijici neurologické projevy se vyskytuji hlavné v zapadni Evropé, ve
stfedni Evropé a ve Skandinavii pfevazuje Borrelia afzelii.

Hlavnim rezervoarem infekce jsou hlodavci, hmyzozravci, ptaci, divoce
Zijici obratlovci a klistata rodu Ixodes ricinus komplex, ale i jiné druhy klistat. U
komard, blech a jiného hmyzu nebyl pfenos jednoznaéné prokazan.
(Gopfertova,Pazdiora, Darnova, 2006)

EM je spolecnym Klinickym projevem vSech patogennich druht
v pocate¢nim stadiu. Bbsl vyvolava u skotu, psu, koni podobné symptomy jako
u Clovéka.

V Ceské republice dominuje onemocnéni lymeska boreliéza v Cetnosti
vyskytu z onemocnéni prenasenymi klistaty. Ceska republika je svym
geografickym charakterem velmi vhodnym biotopem pro vyskyt klistéte rodu
Ixodes ricinus.

Od roku 1986 je lymeska boreliéza zafazena mezi infekce, které je
povinné hlasit hygienickym stanicim. Pocet hlaSeni postupné stoupa s rozvojem
laboratorni i klinické diagnostiky. V roce 1995 bylo nejvice hlasenych pacient(
s touto infekci (61,5/100 000 obyvatel) souvisejici i se zvySenym vyskytem

infikovanych klistat. Nejvice hlaseni bylo zaznamenano ve stfedoCeském,
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pardubickém a karlovarském kraji. Velké vykyvy hlaseni lymeské boreliozy bylo
v jihoCeském kraji.(Bartinék, 2006)

Vysoka moznost ziskani infekce je v oblastech spiSe s nizSi nadmofskou
vyskou v okoli vodnich toku.

Lymeska boreliéza je nakaza s pfirodni ohniskovosti. Vykazuje sezdénni
vyskyt a je zavisla na mikroklimatu ovlivaujici aktivitu vyvojovych stadii klistat i
chovani lidi v pfirodé.(CEM, 2004)

Lymeska boreliéza postihuje vSechny vékové kategorie, nejvyraznéjsi
interval vzestupu je od 30. roku zivota a horni hranice je 49 let. Vnimavéjsi
k nakaze jsou Zeny. Vnimavost je vSeobecna, vyskytuji se reinfekce i
asymptomatické infekce. U 10% zdravé populace se vyskytuji antiboreliove
protilatky 1gG bez klinickych pfiznakd(Bartinék, 2006).

Ockovaci latka z evropskych druhU je zatim bohuzel ve vyvoiji.

Epidemiologickd situace v Ceské republice
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Srovnani poctu nakazenych pfipadu dle véku a pohlavi v roce 2006.
(Bartunék, 2006, Lymeska borelidza, s.39)
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Graf 3.5 Incidence lymeské borelidzy v Ceské republice v letech 1986-2004

(Bartlinék, 2006, Lymeska boreliéza, s.31)
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Graf 3.6 Incidence lymeské boreliozy (LB)a klistové encefalitidy (KLE) v CR v r. 2004
podle krajii

(Barttnék, 2006, Lymeska borelioza, s.32)
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Graf 3.7 Sezonnost vyskytu lymeské boreliozy v CR v letech 1993-2003

(Bartlinék, 2006, Lymeska boreliéza, s.34)

Z hlediska zoologie patfi kliStata k pavoukovcim, maiji ve stadiu
dospélosti osm koncetin. V podrobnéjSim déleni spadaiji do tfidy roztocu.

Uchyceni kliStéte je tak pevné, Ze zvife neni schopno samo se ho
zbavit. Pfi vlastnim sani vymésuiji klistata sliny, které se dostavaji do rany.
Délka sani je rozdilna. V kazdém vyvojovéem stadiu saje klisté jen jedenkrat a
na jednom hostiteli. Klisté rodu Ixodes se nazyva ,, tfihostitelské®. Kazdé
vyvojové stadium larva, nymfa, imago (dospélec) saje krev na odliSném
hostiteli. Larvy a nymfy preferuji malé hlodavce a ptaky, dospélci primarné saji
na vétSich savcich v€etné domacich zvifat. PIné nasaté samiCky se podobaji

zralym semenUm Ricinus (ricinu).
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VSechna vyvojova stadia se stavaji infek&nimi po ingesci spirochét
v prubéhu sani krve na infikovanych savcich nebo ptacich. BEhem metamorfézy
klisStéte pfechazi infekce postupné z jednoho stadia na druhé.
(Kimmig, 2000)
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11. Diskuse

V nasi mikrobiologické laboratofi provadéji metodou ELISA — vySetieni
antiboreliovych protilatek laborantky. Samy si pfipravuji vzorek, vSechny
potfebné roztoky, standardy a komponenty dodané v testovaci soupraveé.
Pouzivame soupravu od firmy EUROIMMUN. Metoda je provedena dle
pfidaného pracovniho navodu.

Po dokonceni metody laborantky pfedavaji Iékafum ziskané vysledky a
ti je vyhodnocuiji. V pfipadé pozitivnich nebo hrani¢nich hodnot konzultuji dalSi
postup, bud dalSi kontrolni vySetfeni s asovym odstupem nebo pfimo ATB

lééba.

Z grafu ,, Epidemiologicka situace v CR. (Barttingk, 2006, Lymeska
borelidéza, s.39)" je vidét, Zze do devatého roku dochazi k pomérné strmému
narustu hlasenych pripadl lymeské borelidézy. Je to pravdépodobné dano
pobytem této vékové kategorie v pfirodé. Rovnéz ve stfednim véku dochazi
k dalSimu narastu zhruba do Sedesati let. Pfedpokladam, Ze pfi€ina je obdobna
jako v niz8i vékové kategorii s tim, Ze muzi zcela nepochybné travi vice
Casu v prirodé v souvislosti se svymi volnoCasovymi aktivitami ( rybareni, lov,
turistika, houbafent).

Incidence LB v CR v r. 1986-2004.(Bartinék P.,Lymeska boreliéza,
2006, s.31) V tomto grafu vystihuje obdobi, kdy vySetfovaci metody na
lymeskou boreliézu byly velmi Zadané v souvislosti s medializaci lymeské
boreliézy a hlaseni pozitivnich pfipadl hygienickym stanicim se stalo povinné.

Incidence lymeské boreliézy a klistové encefalitidy v CR v r. 2004 podle
kraju (Bartinék, 2006, Lymeska borelidéza, s.32). Ze srovnani obou nejcastéjSich
onemocnéni pfenasenych klistaty u nas je zifejmé, zZe pocet pfipadu lymeské
borelidzy je vy$Si. Je to dano tim, ze proti klistové meningoencefalitidé existuje

oCkovaci latka.
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Sezonni vyskyt LB v letech 1993 — 2003 (Bartinék, 2006, Lymeska
boreliéza, s.34) Na grafu jsou vidét obdobi, kdy lidé travi vétSinu ¢asu v pfirodé

a klistata maji také své obdobi a aktivity.
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12. Zaver

V mé praci jsem se zaméfila na celkovou problematiku onemocnéni
lymeska boreliéza. U nas patfi k nejrozSifenéjSim antropozoondézam prenasené
klistétem rodu Ixodes ricinus.

Zjistila jsem, Ze diky v€asné diagnostice tohoto onemocnéni a prevenci,
Ize pfedejit mnoha zdravotnim komplikacim, které tato choroba muze zpUsobit.
Zjistovala jsem prubé&h onemocnéni, jeho klinické pfiznaky, moznosti IéCby,
preventivni postupy zajistujici snizeni rizika nakazy a patogenezi onemocnéni.

Hlavné jsem se zaméfila na puvodce nemoci, tim jsou Borrelia
burgdorferii senzu stricto, B. afzelii,B.garinii, B. spielmanii, na jeji morfologii,
rust, odliSnosti a laboratorni metody, kterymi se da tento patogen odhalit. Jde o
pfimy a nepfimy prikaz. NejbéznéjSimi testy pouzivanymi v laboratorni praxi je
vyhledavaci test ELISA a konfirmacni test Western blot.

Diagnostika onemocnéni se opira o vysledky téchto testi v kombinaci
s klinickymi projevy pacienta.

Pro ¢asnou fazi tohoto onemocnéni je typické EM a vyrazné zvyseni IgM
protilatek. Inkubacni doba je priblizné 2 — 3 tydny.

Podle vySetfeni se da urcit, o jaké stadium onemocnéni se jedna a podle
toho zvolit vhodnou lécbu ATB.

U této nemoci plati, ze pokud se v€as neodhali nebo je prehlédnuta,
dostava se do chronické faze, dochazi k trvalym obtizim.

Lymeska boreliéza vyzaduje stale pozornost, nebot pretrvavajici potize

nemocné omezuje ve vSech oblastech Zivota.
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PRILOHY

BSK ( Barbourovo-Stoennerovo-Kellyho) Zivna puda — pouZiti ke kultivaci
Borrelia burgdorferii. Jde o synteticky zaklad, ktery se musi doplnit peptonem,
kvasni¢nym extraktem a bovinnim sérovym albuminem, pfip. jesté krali¢im

sérem.(Votava, 1999)

Giemsa — Romanowski roztok — pouziti k barveni krevnich natéru k prikazu
parazitli, spirochét, mykoplasmat, rickettsii a chlamydii. Roztok obsahuje
metanol, je toxicky pfi vdechnuti a pfi styku s kGizi. Uchovava se pfi laboratorni
teploté, v kryté kyveté.

K barveni se pouziva v fedéni: 1 dil roztoku Giemsa-Romanowski ( pfed
pouzitim nutno prefiltrovat) a 9 dilG fosfatového pufru ( pH 6,7 — 6,8)

(Votava, 2010)
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACA acromaderntis chronika atrophicans
ATB antibiotika

Bbsl Borrelia burgdorferi sensu lato

Bbss Borrelia burgdorfiri sensu scripto

BSK Barbourova — Stoenerova — Kellyho plda
CNS centralni nervovy systém

DNA deoxyribonukleova kyselina

ELISA Enzyme — Linked Immuno Sorbent Assay
ELM elektronopticky mikroskop

EM  erythema migrans

ICAM adhezni molekula

ICHS ischemicka choroba srdecni

IFA  imunofluorescence

lg imunoglobulin

IL interleukin

ISEM imunosorbentni elektronova mikroskopie
LA lymeska artritida

LB lymeska borelioza

LK lymeska karditida

Osp outer surface proteins

p protein

TNFa tumor nekrotizujici faktor a

VCAM adhezivni molekula

VDRL Veneral Disease Research Laboratory
VISE antigen — variabilni systém

WB  Western blot
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