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Abstrakt

Bc. Radka Vargova

Porovnani vysledki dvou metod laboratorni diagnostiky lymeské borreliézy — metody
PCR a ELISA

Diplomova prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Odborny pracovnik v laboratornich metodach

Vsoucasnosti predstavuje lymeskd borrelioza pomérné rozsifené onemocnéni.
Jejim plvodcem je spirocheta Borrelia burgdorferi sensu lato a nejvyznamnéjSim
prenasSecem v Evropé¢ je klisté¢ Ixodes ricinus.

V teoretické casti své diplomové prace jsem popsala zakladni charakteristiky
rodu Borrelia, jejich antigenni strukturu, epidemiologii a patogenezi, pienaSece
onemocnéni, klinické pfiznaky samotné infekce a moznosti laboratorni diagnostiky.

Ma diplomova prace je zaméfend na porovnani diagnostiky lymeské borreliozy
pomoci serologické metody ELISA apomoci PCR. Na analyzu bylo pouzito 113
anonymizovanych vzorkl pacientli, ktefi byli vySetfeni na pfitomnost protilatek proti
borreliim tfidy IgG a IgM a metodou real-time PCR na pfitomnost DNA patogennich
borrelii.

Expertimentalni ¢ast uvadi prevedeni jednotlivych metodik, které jsme pouzili
pro diagnostiku lymeské borreliozy.

V casti vysledkl je uvedena skutecnost, ze pii detekci DNA borrelii byl
zaznamenan jen jeden pozitivni vysledek (celkova pozitivita 0,88%). Vysetfeni hladin
protilatek ukdazalo, ze pozitivita v tfidé IgG umuzi byla 25,45% auzen 20,69%.
V tridé IgM to bylo u muzi 9,09% a u Zen 3,45%.

Diskuze a zavér uvadéji porovnani vysledki s odbornou literaturou.

Klic¢ova slova: Borrelia burgdorferi, ELISA, PCR, lymeska borrelioza
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V sucasnosti predstavuje lymeska borreliéza pomerne rozsirené ochorenie. Jeho
povodcom je spirochéta Borrelia burgdorferi sensu lato a najvyznamnejS$im prenaSacom
v Europe je kliest’ Ixodes ricinus.

V teoretickej Casti mojej diplomovej prace som opisala zakladné charakteristiky
rodu Borrelia, ich antigénnu Struktiru, epidemiolégiu a patogenézu, prenasacov
ochorenia, klinické priznaky samotnej infekcie a moznosti laboratérnej diagnostiky.

Moja diplomova praca je zamerand na porovnanie diagnostiky lymeskej
borrelibzy pomocou serologickej metody ELISA a pomocou PCR. Na analyzu bolo
pouzitych 113 anonymizovanych vzoriek pacientov, ktoré boli vySetrené na pritomnost’
protilatok proti borréliam v triede IgG a IgM a metddou real-time PCR na pritomnost’
DNA patogénnych borrélii.

Experimentalna ¢ast’ uvadza prevedenie jednotlivych metodik, ktoré sme pouzili
pre diagnostiku lymeskej borreliozy.

Vo vysledkovej Casti je uvedena skuto¢nost’, Ze pri detekcii DNA borrélii bol
zaznamenany len jeden pozitivny vysledok (celkova pozitivita 0,88 %). VySetrenie
hladin protilatok ukézalo, ze pozitivita v triede IgG u muzov bola 25,45 % a u zien
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Comparison of results of two methods for laboratory diagnosing lyme borreliosis — PCR
methods and ELISA

Diploma thesis

Charles University in Prague, Facutly of Pharmacy in Hradec Kralové

Specialist in laboratory methods

At present time the Lyme disease is relatively wide-spread affection. Its agent
is spirochete Borrelia burgdorferi sensu lato and its most eminent vector in Europe
is the tick Ixodes ricinus.

In the theoretical part of my thesis I decribed the basic characteristics
of the genus Borrelia, its antigenic structure, epidemology and pathogenesis, disease
vectors, clinical sypmtoms of the infection and possibilities of laboratory diagnostics.

My thesis is aimed at comparison of dignostics of Lyme disease by using
serological method ELISA and using method PCR. It was used 113 anonymized
samples of patients for analyse. The samples were examined for the presence
of the antibody against Borrelia in classes IgG and IgM and by using real-time PCR
method they were examined for the presence of DNA pathogenic Borrelia.

The experimental part of the thesis describes realization of the methods, which
we have used for diagnostics of Lyme disease.

In the results part is claimed that we noticed only one positive result within
detection of Borrelia DNA (total positivity 0,88%). The antibody level examination
showed that positivity in the class IgG for males was 25,45% and for females 20,69%.
In the class IgM the values were 9,09% for males and 3,45% for females.

Discussion and summary state comparisons of our results and literture.
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UVOD, ZADANIE A CIEL: PRACE

Lymeské borreliéza je multiorgdnové infekéné ochorenie, ktorého povodcom
je baktéria, spirochéta, z komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato. NajvyznamnejSim
vektorom nédkazy v naSich klimatickych podmienkach je kliest’ Ixodes ricinus, ktory
sa infikuje sanim krvi na nakazenom zvierati. K prenosu infekcie na ¢loveka dochéadza,
ak je klieSt prisaty na tele viac ako 24-36 hodin. Ochorenie sa prejavuje rozmanitymi
klinickymi priznakmi, pricom niektoré z nich st pre ndkazu typické, zatial’ ¢o iné mozu
pri nespravnom posudeni viest k diagnostickym omylom. Stanovenie diagndzy
lymeskej borreliozy si vyZaduje starostlivé postdenie anamnestickych udajov,
klinickych priznakov a samozrejme vysledkov laboratornych vysSetreni, ktoré mozu
diagnozu potvrdit’ alebo vylucit. Prave v laboratérnej diagnostike tohto komplexného
ochorenia je casto vela nejasnosti, ktoré predstavuji vyzvu na zlepSovanie
diagnostickych postupov a metodik.

Laboratérna diagnostika lymeskej borreliozy je zalozena predovsetkym
na serologickych vySetreniach so stanovenim hladin protilatok v triede IgG a IgM.
Ich hodnoty sa menia v priebehu ochorenia v zavislosti na faze. Odpoved’ kazdého
organizmu je variabilnd, zavisla od virulencie patogéna, imunokompetencie pacienta,
pripadne u¢inku podanej antibiotickej terapie.

Dalsou pomerne roziirenou diagnostickou metédou lymeskej borreliozy
je polymerazova retazova reakcia (PCR), ktora sluzi detekciu DNA borrélii
v klinickych vzorkach. Polymerdzovd retazova reakcia méa rdézne modifikacie,
pri detekcii borréliovej DNA st najpouzivanejSie real-time PCR a nested PCR.
Uspesnost’ zachytenia bakterialnej DNA vo vzorke sa pohybuje vo velmi §irokom
rozmedzi a zavisi od mnozZstva faktorov.

Cielom mojej diplomovej prace je zhodnotit moznosti diagnostiky lymeskej
borrelibzy uvedenymi metédami a porovnat vysledky dosiahnuté v naSej analyze

s odbornou literaturou.
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1 LYMESKA BORRELIOZA

1.1 Historia lymeskej borreliozy

Historicky prva zmienka o lymeskej borrelioze pochiddza z roku 1883, kedy
dermatolog Alfred Buchwald uviedol opis ,,difiznej idiopatickej koznej atrofie®, ktory
sa povazuje za prvu zmienku o acrodermatitis chronica atrophicans, aj o lymeskej
borrelidze ako take;.

Pomenovanie ochorenia ,,acrodermatitis chronica atrophicans* pouzili v roku
1902 Herxheimer a Hartmann. Na zaklade pozorovania na d’alSich pacientoch uviedli,
ze kozné zmeny sa vyvijaji v Case, cez zapalova fazu az k faze atroficke;.

Neskorsie pozorovania ukazali okrem koznych zmien aj postihnutie inych
organov. Prave kibne prejavy, ktoré prebichali spologne s akrodermatitidou, uputali
mnozstvo autorov. Ehrmann a Fackenstein v roku 1925 pozorovali u niekolkych
pacientov artralgie pred rozvojom acrodermatitis chronica atrophicans. Nalezom vsak
nevenovali potrebnil pozornost. Pre dalSie znalosti o acrodermatitis chronica
atrophicans mala vSak velky vyznam ich §tudia, v ktorej ich zaujala podobnost’ medzi

histologickymi obrazmi v priebehu syfilis a acrodermatitis chronica atrophicans [1, 2].

Prvé informéacie o neurologickych prejavoch priniesli vroku 1922 Garin
a Bujadoux, ktori opisovali pripady lymfocytarnej polyradikuloneuritidy
s neuralgiformnymi bolestami a obrnami. TaZkostiam predchadzalo prisatie klie§ta
a vznik erytému. Néasledne bol publikovany pripad muza, u ktorého sa rozvinula
meningoencefalitida tri mesiace od vzniku erythema migrans. Autor ako prvy pomyslal
na suvislost’ medzi prisatim kliesta, koznou 1éziou a neurologickymi symptomami.

O dvadsat’ rokov neskor nemecky neurolég Bannwarth popisal syndrom nazvany
,»Chronickd lymfocytarna meningitida s klinickym syndrémom neuralgie a neuritidy*.
Nanest'astie autor nepripisoval vyznam tomu, ze u niektorych pacientov predchadzalo
symptomom prisatie kliest'a a u jedného chorého aj kozny erytém.

V nasledujucich rokoch bolo uvedenych vel'a nazorov na etiopatogenézu tohto
multiorgdnového ochorenia. V roku 1946 si Nanna Svartzovd vSimla zvySenu
sedimentaciu u pacientov s acrodermatitis chronica atrophicans. Skusila im podat’

penicilin a po zaznamenanom uspechu bolo jasn¢, ze sa bude jednat o bakterialnu

14



infekciu. Na moznost’ etiologickej spoluucasti spirochét pri vzniku koznych 1ézii ako su
erythema migrans a acrodermatitis chronica atrophicans poukazal Lenhoff. S jeho
nazorom d’al$i autori nesuhlasili, a tak bolo od neho upustené. V roku 1966 uviedol
Schaltenbrand vzt'ah medzi erythema migrans a meningoradikuloneuritidou, ale ani
on neobjasnil suvislost’ oboch klinickych prejavov. V Sestdesiatych a sedemdesiatych
rokoch bolo erythema migrans opisané ako celkové ochorenie, ale patranie

po povodcovi nebolo tspesné [1, 2, 3].

K objasneniu jednotlivych priznakov a suvislosti medzi nimi postupne doslo
az v osemdesiatych rokoch minulého storoc€ia, ked” Steer so spolupracovnikmi zamerali
svoju pozornost’ na epidemicky vyskyt zépalovej artropatie u 39 deti a 12 dospelych,
ktora vypukla v roku 1975 v blizkosti mestecka Lyme v S$tite Connecticut, USA.
Vsimavi rodi¢ia upozornili lekarov na ochorenie, ktoré sa vyskytlo u viacerych deti
v tejto oblasti. Viac ako polovica deti (23 z 39) spliialo kritéria juvenilnej reumatoidne;
artritidy. Lekarom vsak neunikol erytém, ktory predchadzal kibnym tazkostiam, takisto
ani to, ze dand oblast’ je charakteristickd zvySenym vyskytom klieStov typu Ixodes (I.)
daminni. Steer si dal vSetky tieto skuto¢nosti do suvislosti, a tak v roku 1977 popisal
so svojimi spolupracovnikmi novu nosologicki jednotku, najprv nazvant lymeska
artritida [1, 2, 4, 5].

Napriek tomu, Ze bolo zndme ochorenie a jeho priznaky, stale chybal povodca.
Az v roku 1982 sa Willymu Burgdorferovi podarilo objavit etiologické agens —
spirochétu, ktorti izoloval z traviaceho traktu americkych klieStov rodu I daminni.
Onedlho bola rovnaka spirochéta najdena aj u eurdpskeho kliest'a /. ricinus. Spirochéta
bola zaradend medzi borrélie a neskér nazvana podla svojho objavitela Borrelia (B.)
burgdorferi.

V roku 1987 na III. medzinarodnej konferencii v New Yorku venovanej tejto
problematike bolo doporucené oznacenie tohto ochorenia ako lymeska borrelioza [1, 2].

Z uvedenych informacii vyplyva, Ze lymeska borrelioza nepredstavuje nové
ochorenie, ale az objavenie jej povodcu odstartovalo patranie po epidemiologickych
suvislostiach a mikrobiologickych charakteristikdch borrélii, spoznavanie pestrého
klinického obrazu ochorenia a rozmach diagnostickych a terapeutickych postupov.
Usilie Steera a jeho spolupracovnikov viedlo k objaveniu komplexnej a mnohotvérnej

choroby. Vysledky ich stadii polozili zéklad pre sucasné pochopenie ulohy infekéného
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agens, kliesta ako vektora ochorenia a rozvoja jednotlivych priznakov, od vcasnych

az po neskor¢ [3, 6].

1.2 Charakteristika Borrelia burgdorferi

1.2.1 VSeobecné informacie o rode Borrelia a Borrelia burgdorferi

Rod Borrelia zaradujeme do radu Spirochaetales, celade Spirochaetaceae,
kam patri aj rod Treponema a Leptospira. Vo vsetkych troch rodoch ndjdeme druhy,
ktoré st pre Cloveka vysoko patogénne, naymé Treponema pallidum ako povodca syfilis,
Leptospira interrogans a niekolko druhov patogénnych borrélii, ktoré z klinicko-
patologického hladiska moZeme rozdelit na pdvodcov lymeskej borrelidzy
(B. burgdorferi) a pdvodcov navratnych hortcok (B. recurrentis, B. hermisii).
Z komplexu B. burgdorferi sensu lato st najcastejSimi povodcami lymeskej borreliozy

B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii a B. garinii [5,7, 8, 9, 10].

B. burgdorferi sensu stricto
Je povodcom infekcii hlavne v USA a zapadnej Europe, rezervoarovym
zvieratom su hlodavce a vtaci. Z klinického hladiska mé4 vyznam vztah tejto borrélie

najmi k postihnutiu kibov, myokardu a neurologickym tazkostiam [7, 8, 11, 12].

B. afzelii

Tato europska borrélia je pomenovand po Svédskom lekarovi Afzeliovi, ktory
v roku 1909 prvykrat opisal klinické priznaky erythema migrans. Vyskytuje sa prevazne
v kliestoch sajucich krv na hlodavcoch (napr. mys, hrabos, potkan). Ma uzsi suvis
s koZnymi priznakmi ochorenia, konkrétne s acrodermaitits chronica atrophicans.

Okrem Eurdpy sa vyskytuje aj v Azii [1, 7, 8, 11, 12].

B. garinii
Rezervoarom tejto borrélie s najméd vtaci (napr. bazanty a rozne druhy
spevavych vtdkov). Zodpoveda hlavne za neurologické prejavy lymeskej borreliozy.

Je pomenovand podla francuzskeho lekara Garina, ktory v roku 1922 spolu
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s Bujadouxom ako prvy popisal u pacientov po prisati kliest'a a po erythema migrans

stvisiaci neurologicky syndrém. Vyskytuje sa v Eurdpe a Azii [1, 7, 8, 12].

A) Stavba bakteridalnej bunky Borrelia burgdorferi

Borrélie (obr. 1) st gramnegativne Spiralovito stocené spirochéty o rozmeroch
0,2 um x 4-30 um. Vzdialenost’ jednotlivych zavitov je 2,2 um a ich pocet sa pohybuje
v rozmedzi 4-15. Na oboch koncoch tela sa nachadzaju biciky v pocte 7 - 9, na rozdiel
od inych patogénnych borrélii, ktoré maju 15-20 bicikov. Baktérie sa pohybuju rotaciou
okolo pozdiznej osi alebo skracovanim a natahovanim. Umoziuji to biciky, ktoré
sa vypinaju z bazéalnych diskov v cytoplazmatickej] membrane a obtacaju telo baktérie
pod vnutornou bunkovou stenou [1, 7, 9].

Stavba tela borrélii  zodpoveda Struktire gramnegativnych  baktérii.
Protoplazmaticky valec je ohranieny dvoma membranami, cytoplazmatickou
membranou a tenkou vrstvou peptidoglykanu a vonkajSou membranou, ktora je vysoko
fluidna. Medzi vonkajSou a cytoplazmatickou membranou prechddzajii z oboch koncov
filamenta umoznujice pohyb. Pritomnost mukoidnej vrstvy na povrchu bunky
ma zrejme vyznam pri vdzbe proteinov k vonkajSej membrane [2, 7].

Bunkova stena je zlozend z troch vrstiev - vnutornej peptidoglykanovej, ktora
je  flexibilnd, strednej lipopolysachridovej a  vonkajSej lipoproteinove;.
Periplazmatickym priestorom je oddelend od cytoplazmatickej membrany na povrchu
protoplazmatického valca. Vd'aka velkej flexibilite membran bunkovej steny je mozné
vysunutie bicikov v proximalnom a distalnom smere, tvorba cyst a vyluCovanie
membrandznych vezikll s obsahom plazmidovej vybavy. Fluidita vonkaj$ej membrany
ma vyznam pre adhéziu s bunkami hostitela. Umoznuje totiz posun bunkovych
glykosaminopeptidovych receptorov a antigénnych molekul proteinov [1, 2].

Za nevhodnych podmienok (vplyv antibiotik, lytickych enzymov) na dcérskych
bunkach neddjde k obnove bi¢ikov, ¢im sa zmeni celistvost’ bunky. B. burgdorferi bez

bicikov tvori nepravidelné Struktiry, napr. cysty, zdrodo¢né ,,gema*, vezikuly a granuly

[1].
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Obrazok 1: Borrelia burgdorferi sensu lato

Farbenie akridinovou oranz, fluorescen¢na mikroskopia, zvicsenie 2000-krat

(Zdroj: http://www.borelioza.cz/cs/clanky/borrelia_burgdorferi _unikatni_bakterie/)

B) Faktory virulencie a antigénna Struktura B. burgdorferi

Borrélie sa v priebehu svojho Zivota stretdvaji s rozlicnym prostredim.
Pre ich zivot, rast a virulenciu st preto ddlezité najmi biciky a vonkajSie povrchové

proteiny — Outer surface protein (Osp) [1, 13].

Bic¢ikové antigény

Bic¢iky st tvorené vonkajSim a vnutornym glykoproteinom (Mr 41kD a 14kD).
Bic¢ikovy protein, flagelin, sa povazuje za vysoko imunogénny, v priebehu infekcie
je detekovany ako jeden z najcastejSich. Vyskytuje sa u vsetkych druhov borrélii,

podmieniuje ich Sirenie v organizme a schopnost’ kolonizovat’ bunkové povrchy [1, 2, 7].

Outer surface protein (Osp) - vonkajSie povrchové proteiny

Osp su lipoproteiny, ktoré sa v priebehu infekcie dostavaju do styku s tkanivami
hostitel'a. Medzi hlavné povrchové proteiny patria OspA a OspB. Maju plazmidovy
povod, svojou vel'kost'ou aj antigénnou reaktivitou su variabilné u jednotlivych kmenov.
Funkcia OspC je rézna, v zavislosti na faze zivotného cyklus. OspA sluZzi na uchytenie
borré¢lii v traviacom trakte klieSta, OspC ma imunosupresivny ucinok pri prieniku
borrélii do hostitel'a. V r6znej miere su exprimované aj d’alSie povrchové lipoproteiny,

ako OspD (28 kDa), OspE (19kDa), OspF (26 kDa) [1, 2, 7].
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VMP lipoprotein - VISE

Spirochéty spodsobujuce lymeska borrelidzu exprimuji na svojom povrchu
lipoprotein VMP (variable major protein) v inej odbornej literatire oznacovany ako
VISE. Infekcia spdsobi sekvenéné zmeny a expresiu rekombinantnych génov lokusu vls
(variable major protein-like sequense). Dochddza tak k zmene antigenicity VISE,
¢o prispieva k tniku pred imunitnou odpovedou. V experimentoch bola zaznamenana
silnd IgG protilaitkovda odpoved 4 tyzdne po infekcii, to naznacuje, Ze VISE

je exprimovany vo v¢asnej faze infekcie [14].

Imunodominantné antigény

Peptidy C2 a C6 sa nachadzaju u B. burgdorferi sensu lato, B. burgdorferi sensu
stricto a B. garinii. Ich antigénnost’ je podporend reaktivitou pacientskych a zvieracich
sér v priebehu infekcie. Potvrdzuje to aj Stadia uskutocnena v USA, kde u pacientov
s akatnou a chronickou lymeskou borrelidzou 35 zo 41 vzoriek vykazovalo reaktivitu
a vysoku hladinu protilatok proti C6. Pat vzoriek sér, ktoré mali nedetekovatel'ni
hladinu protilatok proti C6 peptidu, bolo ziskanych od pacientov v skorom S$tadiu

infekcie [14].

Decorin Binding Protein (Dbp)

Decorin binding protein A je borréliovy povrchovy protein a predstavuje jeden
z kl'aiCovych proteinov. V priebehu experimentdlnej neuroborelidzy u mysi vyvolava
silni protilatkova odpoved’ a bol navrhnuty ako potencidlny vakcinaény protein.
Dbp-peptidy pochadzajice z B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii, B. garinii
su pouzivané ako antigény v testoch ELISA [14, 15].

Arthritis-Related Protein (Glutathion-S-Transferasa)
Ide o povrchovy protein B. burgdorferi o velkosti 37 kD. Podl'a doterajSich
zisteni moze pravdepodobne zabranit' alebo zmiernit’ vaznost artritidy. Protilatkova

odpoved’ na tento jeden protein sa podoba gluthation-S-transferase [14].
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C) Genetika B. burgdorferi

Velky zaujem o borrélie a sucasny rozvoj molekuldrne genetickych metod
umoznil rozdelenie B. burgdorferi sensu lato (vtedy B. burgdorferi v SirSom slova
zmysle) na niekol’ko geneticky definovanych druhov — genomospecies.
Elektroforetickou analyzou DNA boli rozliSené druhy B. burgdorferi sensu stricto,
B. afzelii, B garinii, B. japonica, B. turdi, B. tunuki, B. sinica, B. valaisiana,
B. lusitaniae, B. andersonii, B. bissetti, B. miyamotoi, B. bavariensis a B. spielmanii.
Ich pocet pravdepodobne nie je kone¢ny [1, 7, 11].

Z celosvetového hladiska je najrozSirenejSim povodcom lymeskej borrelidzy
B. burgdorferi sensu stricto, ktora sa vyskytuje prevazne v USA. V Eurdpe a Ceskej
republike vSak dominuji iné dve borrélie - B. afzelii a B. garinii. Tato skutocnost’
ma zasadny vyznam pre spravny vyber antigénov do serologickych reakcii
pri diagnostike lymeskej borreliézy. Patogenita d’alSich genomospecies pre ¢loveka nie
je uplne jasna, aj ked’ potencidlnymi patogénmi mozu byt B. valaisiana a B. bissettii
[7].

B. burgdorferi je prva spirochéta, ktorej gendm bol kompletne osekvenovany.
Je tvoreny linedrnymi chromozdémami a plazmidmi a predstavuje jedine¢nti organizaciu
genetického materidlu medzi baktériami [1, 2, 16].

Line4drny chromozém o velkosti 911 kb obsahuje 853 genetickych elementov,
zahfnajic 12 linedrnych a 9 cirkularnych plazmidov. Plazmidy st nositelmi génov,
ktoré urcuju tvorbu povrchovych proteinov Osp, nevyhnutnych k Zivotu B. burgdorferi
sensu lato. In vitro st vSak plazmidové Struktary nestale, po kultivacii na umelych
pddach sa stracaji. Plazmidova vybava nemusi byt u jednotlivych druhov kompletna,

¢o sa prejavi na rozdielnej celkovej genémovej velkosti [1, 2, 10, 16, 17].

Na zaklade genomickej analyzy B. burgdorferi mozno povedat, Ze borrélie
obsahuju genetick¢ Struktury, ktoré st medzi prokaryotmi vzacne. Okrem
uz spominaného linearneho chromozému a viacnasobnych linedrnych a cirkularnych
plazmidov tu patri aj jedineCna organizacia rRNA, vySe 150 génov, ktoré koduji
lipoproteiny alebo mmnozstvo zatial nerozpoznanych génov, ktoré si nevyhnutné
pre syntézu aminokyselin, mastnych kyselin, enzymovych kofaktorov a nukleotidov.

U B. burgdorferi absentuju gény pre enzymy cyklu trikarboxylovych kyselin

20



a zIuCeniny zucastiujuce sa elektronového transportu [17].

Spirochéty maji regulacné gény — Borrelia direct repeat (Bdr). Bdr proteiny
nimi urc¢ené su medzidruhovo aj vnutrodruhovo rozdielne a su zodpovedné za tvorbu
imunokomplexov. Borrélie vynakladaji velké mnoZstvo energie na zvySovanie poctu
Bdr génov a nimi riadenej produkcie proteinov s cielom zachovaniu druhu. Vymena
plazmidov, ktoré¢ nest Bdr gény a zvySenie ich mnozstva v genome, predstavuje zéklad
pre variabilitu B. burgdorferi sensu lato. Vd’aka tomu su borrélie schopné rychlo
sa prispdsobit’ roznym zmenam prostredia. V creve kliestov tvoria spirochéty vlastné
regulacné Bdr gény, pre ktoré je stimulom krv. Ich tlohou je riadenie mnoZenia
a prechod borrélii do slinnych Zliaz tym, Ze ovplyviiuja funkciu génov pre OspA a OspC
proteiny. OspA je dominantnym antigénom B. burgdorferi sensu lato v ¢reve klieStov,
ale v slinnych zl'azach je fenotypicky potlaceny, pretoze vplyvom Bdr génu je funkcia
OspA génu inhibovand. Tymto sa zabrani zni¢eniu borrélii protilatkami hostitel’a, ktoré
su namierené proti OspA. Vplyvom vhodnej krvi sa pri prenose borrélii z kliesta
do teplokrvného hostitel'a blokuje funkcia OspA génu a zapoji sa gén pre syntézu
povrchového OspC antigénu. ZvySenie teploty vedie k zvySenej produkcii nielen OspC
antigénu, ale aj dalSich povrchovych antigénov OspE a OspF, ktoré patria medzi

antigény teplotného Soku (HsP) [1].

1.3 Epidemiologické charakteristiky ochorenia

1.3.1 Prenos ochorenia

Lymeska borrelioza patri v sicasnosti medzi najcastejSie infekcie prenaSané
¢lankonoZzcami v miernom pasme severnej pologule, teda v Severnej Amerike
a krajinach s miernou klimou v Eurépe a Azii. Bola zaznamenana aj v Skandinavii
av Australii [1, 5, 15, 18].

Riziko infekcie je spojené najmd so zamestnanim (lesnicky pracovnici),
rekreacnymi aktivitami v prirode (turistika, hubarcenie) a dolezitym faktorom je aj vek
(deti 5-14, dospeli 50-64). Vektormi infekcie su c¢lankonozce, ktoré saju krv
rezervoarovych zvierat, hlavne vtdkov a hlodavcov. V Europe je lymeska borrelioza
spdsobend patogénnymi europskymi druhmi spirochéty B. burgdorferi sensu lato, ktorej

prenasacom je predovSetkym kliest druhu 1. ricinus. V USA je B. burgdorferi
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prenasana kliestom 1. scapularis a I. pacificus. Ochorenie mozeme teda charakterizovat’
ako zoonozu, u ktorej je ¢lovek ndhodnym hostitelom borrélii [2, 5, 7, 10, 11, 15].
Okrem kliestov boli borrélie ndjdené aj v inych druhoch hmyzu, ako roztoce, dvojkridle
blchy a niektori zastupcovia ovadovitych. Infekciu prenasaju aj muchy, moskyti a d’alsie
druhy hematofagneho hmyzu. Statistiky vSak poukazuji na vyznamny rozdiel
v infikovanosti medzi klieStami a komarmi (u klieStov omnoho viac) [2, 8, 9].

Prenos borrélii na réznych hostitelov zavisi od mnozstva faktorov, ako
st klimatické podmienky, vegetdcia, spravanie hostitel'a, mnozstvo a pohyb l'udi.
Dynamika infekcie je zavisla od vzdjomného pdsobenia medzi kliestom a hostitelom.
K prenosu borrélii z prisaté¢ho klieSta dochadza pocas salivacie, regurtigacie, taktiez
postriekanim koZze telesnym obsahom klieSta v miestach poranenej koze. DoterajSie
znalosti nasvedcuju tomu, Ze prenos borrélii na ¢loveka mozny aj transplacentarne,

pripadne aj krvnou transfuziou [2, 10, 11].

Podl'a nedavnych prieskumov je zrejme celkova prevalencia lymeskej borreliozy
stabilizovanda, ale vzrastd jej geografické rozSirenie, predovSetkym do vysSich
nadmorskych vysok a zemepisnych $irok. V Eurdpe sa lymeskd borrelioza vyskytuje
medzi 35°N a 60°N a zvyc¢ajne do nadmorskej vysky 1300 m.n.m. Ide o vel'mi Siroku
priestorovu distribuciu. Doneddvna sa kliest’ obycajny vyskytoval v nasich zemepisnych
podmienkach len do vysky 700 m.n.m. Globélne otepl'ovanie a zmena klimatickych
podmienok sposobili, ze klieSte nachddzame vo védcSich nadmorskych vyskach
a su tu schopné sa aj rozmnozovat. Posledné udaje uvadzaju vyskyt zivotaschopnych

kliestov do vysky 1000 — 1100 m.n.m. [11, 19].

Ixodes ricinus — najvyznamnejsi kliest' v Ceskej republike

Mierne pasmo a Ceskd republika predstavuji vdaka svojim geografickym
podmienkam vel'mi vhodny biotop pre vyskyt najcastejSicho prenaSaca v miernom
pasme - kliest’ /. ricinus (obr. 2). Ndjdeme ho hlavne v listnatych a zmieSanych lesoch,
na vlhkych lukach, v krovinatych porastoch, na otvorenych ltkach s porastom vysokych
trav a rastlin, ale aj na travnatych plochach v centre miest [1, 19].

Klieste z Celade Ixodidae maju jedno larvalne, nymfalne a dospelé Stddium
(imago). Ako prendsaci borréliovej ndkazy sa mozu uplatnit’ vSetky vyvojové Stadia

kliesta. Experimentdlne zistenia uvadzaja, ze B. burgdorferi sa velmi rychlo
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rozmnozuje v Stadiu larvy a nymfy, zatial’ o pri premene na imago klesne pocet borrélii
asi 10-krat. [2, 10, 11, 19,].

B. burgdorferi pretrvava v epiteli stredného creva kliesta, tu sa pomnozi
a za 3-5 dni prenikd do hemolymfy, nasledne do centrdlneho ganglia, slinnych Zliaz
a ostatnych tkaniv kliest’a [2].

V prirodnych podmienkach trva zivotny cyklus /. ricinus zvyCajne dva az tri
roky, za nepriaznivych podmienok aj viac. RozliSujeme pritom vajicko, larvu, nymfu
a dospelého jedinca. Kliest konzumuje krv hostitela vo vSetkych Stadidch okrem
vajicka [19].

V naSich podmienkach predstavuje obdobie aktivity asi 210 — 240 dni. Nymfy
a dospeli jedinci maju podobny priebeh aktivity. Larvy nachddzame na vegetacii neskor,
od konca aprila az do konca oktobra [19].

Medzi hostitel'ov kliestov mozeme zaradit’ mnozstvo zivoc¢isSnych druhov, najma
malé a velké hlodavce, ale aj plazy a vtaky. Drobné zivoc¢ichy (napr. hlodavce, zajace,
vtaky, jaSterice) su napadané prevazne nymfami a larvami. Dospeli jedinci parazituju
na vicsich cicavcoch (kone, ovce, kozy, vysokd lesnd zver). Vtaci predstavuju nielen
hostitel'a etiologického agens lymeskej borrelidzy, ale tiez pdsobia ako prenasaci
kliestov na velké vzdialenosti [2, 19].

L ricinus je hlavnym vektorom troch pre Cloveka preukézane patogénnych
druhov — B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii a B. afzelii v Eurépe. Stidie poukazuji

na rozdielnu prevalenciu jednotlivych druhov borrélii u r6znych hostitel'ov [8, 20].

Obrazok 2: Ixodes ricinus — Kliest’ obyCajny

(Zdroj: http://www.biolib.cz/cz/taxonimage/id23480/?taxonid=76144)
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1.3.2 Incidencia borreliozy

Incidencia lymeskej borreliozy zacala byt v CR sledovana v roku 1986.
Zavedenim rutinnej serologickej diagnostiky sa v roku 1988 vyrazne zvysil pocet
diagnostikovanych pripadov [2].

Medzi oblasti s najvy3$sim poétom hlasenych pripadov (obr. 3) patria v Ceskej
republike kraje Stredocesky, Liberecky, Vysoc¢ina, Jihomoravsky, Zlinsky, Jihocesky,
Olomoucky,Moravskoslezsky.

Na Slovensku je to okolie Banskej Stiavnice, Zvolena, Ziaru nad Hronom,
Nového Mesta nad Vdhom, Puchova a Bardejova. Premorenost’ klieStov borréliami
je na Slovensku asi 10 %, v niektorych lokalitich moze byt vysSia. Neochota
zodpovednych pracovnikov hlésit’ borrelidozu je jednym z faktorov skreslenia tychto
tidajov. Dalsim faktorom je to, Ze ¢asto su infikovani rekreanti a chalupari s trvalym
bydliskom v inych okresoch [1, 3, 20].

Na zaklade monitoringu klieStov a rezervoarovych zvierat mozno potvrdit
vyskyt vSetkych patogénnych druhov borrélii na Slovensku — B. burgdorferi sensu
stricto, B. afzelii, B. garinii, ako aj B. valaisiana a B. lusitaniae, ktoré boli eSte
donedavna povazovan¢ za nepatogénne [3].

Je zjavné, ze lymeska borrelidza vykazuje vzrastajici gradient vyskytu smerom
zo zapadu na vychod s najvySSou incidenciou v Strednej Europe (napr. Slovensko,
155/100 000) a najniz$ou v Spojenom kralovstve a frsku (0,6/ 100 000). Skuto¢na
incidencia je zrejme ovela vysSia. Klesajuci charakter je zrejmy z juhu na sever

v Skandinavii a zo severu na juh v Taliansku, Spanielsku a Grécku [15, 21].

Pocet
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Obrazok 3: Poget ochoreni lymeskou borreliézou v Ceskej republike v roku 2011

(Zdroj: http://www.szu.cz/tema/prevence/lymeska-borrelioza-epidemiologicka-data)
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1.4 Patogenéza ochorenia

Zivotny cyklus spirochét je zabezpeéeny prenosom medzi kliestami rodu Ixodes
a vta¢imi a cicavéimi hostitelmi. Ziju obligatne paraziticky a zatial’ neboli objavené
ziadne vol'ne Zijace druhy [1].

Prienik borrélii do Tl'udského organizmu nastava prostrednictvom prenaSaca,
ktorym je zvycajne klieSt, a predstavuje cely komplex biologickych procesov.
Spirochéty exprimuji rozne vonkajSie proteiny v zavislosti od ich aktualneho miesta
vyskytu — nenasaty kliest’, kliest’ sajtici krv, organizmus hostitel’a [1].

Pri prechode medzi hostitemi prekonava borrélia teplotné zmeny. S nimi stuvisi
pritomnost’ HsP-proteinu o molekulovej hmotnosti 66 kD.

Dal§im vyznamnym antigénom je p60. Vyskytuje sa aj u inych baktérii a moze
byt pri¢inou skrizenych reakcii. Je vyvolavatelom imunitnej odpovede u pacientov
s chronickym Stddiom lymeskej borrelidzy. Ma polovicu aminokyselin zhodnych
s HsP60 (heat shock proteins), ¢o spdsobuje problémy pri hodnoteni serologickych
testov [1, 2].

Na uchytenie borrélie v traviacom trakte klieSta sluzi OspA, kde sa viaZe
na receptor pre OspA. V sajucom kliestovi, zhruba po 24-48 hodinach, borrélia znizi
expresiu OspA, exprimuje OspC a migruje do slinnych Zliaz. Len spirochéty, ktoré
su schopné exprimovat’ OspC moézu opustit’ zazivaci trakt kliesta. V slinnych zl'azach
sa OspC viaze na Salpl5, protein o velkosti 15 kD. Ten ma imunosupresivny ucinok,
chrani borrélie pred posobenim komplementu hostitel'a, ¢im moéze ul'ah¢it’ kimenie
kliesta a nasledne aj prenos borrélii. Borrélia je schopnd znizit expresiu OspC
ako odpoved’ na tvorbu protilatok. Ciel'om je vyhnut' sa odstraneniu a udrzat’ infek¢ény
proces. Vo vcasnej imunitnej odpovedi sa okrem flagelinu uplatituje prave vysoko
Specificky OspC [1, 7, 10, 13, 14].

V zévislosti na faze Zivotného cyklu borrélii su exprimované aj in¢ povrchové
lipoproteiny - OspD (28 kDa), OspE (19kDa), OspF(26 kDa). OspD ma lyticky ucinok
a je vyznamny pre perzistenciu borélii v bunkach. OspE umoziiuje spirochéte vyhnut
sa likvidacii imunitnym systémom a udrziavat’ chronicku infekciu [2, 7, 14].

Okrem spominanych funkcii, viazu Osp antigény plazminogén, ktory
je nevyhnutny pre ich Sirenie krvou.

Borrélie stimuluji monocyty k zvySenej produkcii aktivatorov urokinazy,
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dochédza k aktivécii plazminu a tym sa zvySuje schopnost’ borrélii prenikat’ endotelom.
Priamo aktivuji aj B lymfocyty a produkuji kostimulacné signaly pre T bunky,
indukuja tvorbu kyslikovych radikalov, interleukinu (IL) Il-1b, 6, 8 a TNFa (tumor
necrosis factor) [1, 22].

Vizbu na  Specifické  tkanivové  StruktGry — umoziuji  borrélidm
glykosaminoglykdny na ich povrchu. Podla niektorych zdrojov su patologické reakcie
in vivo dosledkom interakcie vonkajSich lipoglykoproteinov spirochét s tkanivovymi
Struktirami. Borrélie maju afinitu ku vizivovym §truktiram — kolagénovym vldknam.

Adhézia a prienik borrélii do buniek je zavisla na mnozstve extracelularneho
glykoproteinu p83 s molekulovou hmotnostou 83-93 kD. Jeho produkcia sa zvySuje
so vzrastajiicou dobou inkubacie in vitro a dizkou infekcie in vivo. P83 ma charakter
fimbrii a sila vrstvy mé vplyv na tvar buniek. Gén pre p83 sa nachadza spolu s génom
pre flagelin a pre antigén p39 na chromozéme [1].

Pre prienik do bunky vyuZivaji borrélie rézne mechanizmy a receptory.
Hlavnym mechanizmom pre penetrdciu je adhézia baktérii pomocou proteinu p39.

Ide o antigén vnutornych flagel. Nevyskytuje sa u vSetkych druhov borrélii [1, 2].

Borrélie maji vyvinuté rozne mechanizmy, ktorymi sa snaZzia uniknit
pred imunitou hostitel'a. Vylu€ovanie membranovych vezikul s obsahom Osp antigénov
a plazmidovou DNA predstavuje mimikry, ktoré su prednostne fagocytované, zatial
¢o borrélie prezivaju d’alej. Vnutrobunkovy antigén GroEL-faktor sluzi na obranu proti
bunkovej aj humoralnej imunite [1, 2].

Ako prevenciu proti zniCeniu komplementom mozu borrelie exprimovat’
CRASPs — ziskané regulacné povrchové proteiny komplementu. Pre Unik ziskanej

imunitnej odpovedi bol navrhnuty protein Lmpl [13, 14, 15].

B. burgdorferi sensu lato sa vyznacuje velmi dobrou adapticiou na vnutorné
prostredie Cloveka, ¢o ma za nésledok pomaly priebeh infekcie. Borrélie st schopné
vyvolat’ imunopatologické procesy, ktoré spdsobuju rozne organové postihnutia [1].

Vyrazna heterogenita borrélii im umoziuje menit sa vplyvom podmienok
prostredia. Ich patogenéza nie je zatial celkom objasnend, ale podiela sa na nej
mnozstvo vlastnych (dlha generacnd doba, nizka produkcia toxinov) aj hostitel'skych

faktorov [1].
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Velky vyznam ma ich pohyblivost, na zéklade ktorej st schopné uniknut
imunitnej obrane hostitel’a.

Maju schopnost’ viazby a aktivacie enzymov hostitel’a a taktiez reguluju svoje
povrchové proteiny pod vplyvom hostitel'skej reakcie.

Borrélie maju schopnost’ infikovat' I'udi a zvierata dlhodobo (mesiace, roky)

bez ohl'adu na imunitna obranu hostitel’a [1].

1.5 Imunitny systém a B. burgdorferi

Zdrojom antigénnej stimulacie su r6zne komponenty, predovsetkym OspA, B, C,
flagelin. Protilatkova odpoved’ vznika uz v prvych dioch po infekcii produkciou IgM.
IgG sa objavuju az o 2-4 tyzdne neskdr. K proteinom, ktoré dalej vyvolavaju
protilatkovl odpoved’ patri napriklad aj p18, p39 (BmpA), p100. St dobrymi markermi
neskorej odpovede v triede IgG [1, 7].

V pripade bunkovej imunity su spirochéty fagocytované makrofagmi, maja

schopnost’ v nich dlhsi ¢as prezivat’, ¢o podporuje perzistenciu infekcie.

1.6 Klinické prejavy

Lymeskd borrelioza je multisystémové infekéné ochorenie s rozmanitou
klinickou manifestaciou, ktorého povodcom je spirochéta z komplexu B. burgdorferi
sensu lato. K hlavnym priznakom patri postihnutie koZe, nervového systému, kibov
a srdca. Pre diagnozu lymeskej borreliézy je nutné brat’ do uvahy, ze pacient musi byt
vystaveny riziku uhryznutia klieStom, ¢im sa mysli pobyt v trdvnatej alebo lesnatej

oblasti a to v obdobi do 30 dni pred vznikom koznej manifestacie ochorenia [2, 21].

Priebeh lymeskej borrelidzy je mozné rozdelit’ do troch $tadii, aj ked’ v mnohych
pripadoch neprebehnu vsetky. U pacientov mézu byt v jednotlivych Stadiach pritomné
typické, ale aj atypické symptdmy a mnohokrat prebiecha lymeskd borrelioza
len s miernymi priznakmi. U niektorych pacientov priznaky vymiznl spontanne
bez liecby a nedochddza k ich postupu do chronického S$tadia. Priebeh lymeske;j
borreliozy je individudlne wvariabilny. Netypické prejavy ochorenia vedu cCasto

k diagnostickym omylom [2, 3].
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Doba prisatia kliesta, potrebnd na prenos borrélii je minimalne 24-48 hodin,
vtedy dochédza k prieniku baktérii do koze.

Hlavnym priznakom prvého Stadia je (u cca 60 % infikovanych jedincov)
erythema migrans, mapovité zaCervenanie na koZi. Sprievodnymi tazkostami
su bolesti hlavy, inava, bolesti kibov a svalov.

V druhom S§tadiu dochddza k diseminécii borrélii krvnou cestou. Priznakom
su sekundarne loziska erythema migrans, rézne neurologické, kardiovaskularne alebo
kibne tazkosti.

Tretie Stadium je charakterizované postihnutim koze (acrodermatitis chronica
atrophicans), kibov (mono- alebo oligoartritida, hlavne velkych kibov — koleno,
rameno, laket) s eréziami kibnych chrupaviek a postihnutim nervového systému
(meningitida, encefalitida, periférne neuropatie). Infekcia sa moze u tehotnych preniest’

ajnaplod 1,2, 3,9, 20, 23].

Klinické prejavy lymeskej borreliézy su v Severnej Amerike a v Europe vel'mi
podobné, ale vidcSou variaciou genotypov v Eurdpe dochadza k niekol'kym vyznamnym
rozdielom.

V Eurépe ochorenie spdsobuju B. afzelii, B. garinii, B. burgdorferi sensu stricto
a prilezitostne aj B. spielmanii, zatial' co v USA je B. burgdorferi sensu stricto jedinym
patogénnym genotypom.

Acrodermatitis chronica atrophicans a boréliovy lymfocytom st v Eurdpe
pomerne Casté, v USA st vel'mi vzacnou manifestaciou.

Erythema migrans v Europe, sposobené B. afzelii, expanduje pomalSie
a centralne vyblednutie je castejSie ako v USA, kde je rovnakd manifestacia spdsobena
B. burgdorferi sensu stricto.

Neuroborelidza sa CastejSie vyskytuje u pacientov v Eurdpe a naopak, lymeska
artritida je CastejSou manifestaciou u americkych pacientov. Avsak udaje o relativnom
vyskyte su obmedzené a skreslenost’ v systéme hlasenia ochorenia, v USA aj v Eurdpe,

stazuje dosiahnutie spolahlivych zaverov [5, 15, 16, 21, 24].
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1.6.1 Prvé Stadium — Stadium véasnej lokalizovanej infekcie

V prvom $§tadiu vcasnej lokalizovanej infekcie nachddzame na kozi erythema
migrans alebo boréliovy lymfocytom, sucasne moze byt pritomna regionalna
lymfadenitida a priznaky podobné chripke. Ku koznym zmenam lymeskej borreliozy
sa viaze predovsetkym B. afzelii. Aj ostatné dva druhy mézu byt poévodcami koznych

zmien, ale ovela zriedkavejsie [1, 6].

Erythema migrans

Je najcharakteristickejSim priznakom prvého Stadia, predstavuje az 85 %
vSetkych koZznych prejavov. Vznikd v mieste prisatia kliesta alebo uStipnutia hmyzu
za priblizne 3-22 dni (v priemere 7 dni) [1, 2, 5].

Prejavuje sa ako makula alebo papula Cervenej farby, ktord sa po dobu
niekol’kych dni az tyzdnov Siri do plochy. ZaCervenanie vac¢Sinou postupne bledne
v centre a vznikd typickd anuldrna 1ézia (obr. 4). Erythema migrans je zvycajne
nebolestivé, byva teplejSie ako okolitd koza a subjektivhe moze mierne svrbiet’.
Pri antibiotickej (ATB) liecbe vymizne za niekol’ko dni. Mnohé erythema migrans maju
v priemere viac ako 5 cm [1, 2, 20, 21].

Nie kazdé prisatie kliest’a sposobuje kozné prejavy, erythema migrans sa vyvinie
asi u polovice infikovanych. Na druhej strane 30-50 % pacientov s erythema migrans

neudava v anamnéze uStipnutie hmyzom ani prisatie kliesta [1].

VzécnejSim symptdémom lymeskej borrelidzy je regiondlna alebo generalizovana
lymfadenitida — zvéacSenie uzlin v blizkosti koznych 1€zii erythema migrans alebo
boréliového lymfocytomu. U niektorych pacientov sa mozu vyvinut’ priznaky podobné
chripke — nechutenstvo, zvysena teplota, bolest’ hlavy, malatnost, bolesti svalov a kibov.
Uvedené tazkosti st velmi premenlivé a zvyCajne spontdnne zmiznl. AvSak
ak sa uvedené¢ symptomy vyskytuju bez erythema migrans, neindikuji lymeska

borreliozu [2, 3, 14, 21].
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Obrazok 4: Erythema migrans
(Zdroj: http://www.bada-uk.org/learn/Gallery/rash24.php )

Boréliovy lymfocytom

Boréliovy lymfocytém, niekedy nazyvany lymphadenosis beniga cutis, je papula
(lymphocytoma borreliensis papulare) alebo plak (lymphocytoma borreliensis
infiltratum) tmavo Cervenej az fialovej farby s hladkym lesklym povrchom o velkosti
od niekol'’ko mm do 3-5cm. Ovela ¢astejSie sa vyskytuje u deti ako u dospelych.

Objavuje sa za niekol'ko tyzdnov po infekcii, najCastejSie na usnom lalociku,
Spicke nosa, menej Casto na dvorci prsnej bradavky alebo na mieSku. Zvycajne
nesposobuje subjektivne t'azkosti, moze byt sprevadzany regionalnou lymfadenitidou.

Bez vhodnej lie¢by lymfocytom pretrvdva mesiace, niekedy aj viac neZ rok.
Odportacané je histologické vySetrenie, aby sa vylucil kozny lymfém a iné malignity.
Boréliovy lymfocytom ma typicky histologicky obraz s intenzivnym polyklonalnym

B-lymfocytovym inflitratom. Predstavuje asi 5 % kozZnych postihnuti [1, 12, 21].
1.6.2 Druhé Stadium — Stadium véasnej diseminovanej infekcie

U niektorych pacientov dochddza po niekolkych tyzdioch alebo mesiacoch
(2-12 tyzdnov) nasledkom lymfogénneho alebo hematogénneho rozsevu k rozvoju

druhého Staddia vcasnej diseminovanej infekcie. Prejavuje sa postihnutim koze,

ale predovsetkym neurologickymi a kardialnymi abnormalitami [2, 3].
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Postihnutie nervového systému — akutna lymeska neuroborelioza

Lymeska borrelioza moze v druhom S$tadiu zasiahnut' centralny aj periférny
nervovy systém. Priznaky sa objavuju priblizne za 3 tyzdne (rozmedzie 1-18 tyzdiov)
od prisatia kliesta. V Strednej Eurdpe je postihnutie nervového systému (NS) u vacSiny
pripadov vyvolané infekciou B. garinii [1, 2, 25].

Prienik borrélii do centrdlneho nervového systému (CNS) zavisi od ich
schopnosti adherencie a penetracie cez cievny endotel a hematoencefalicku bariéru.

Ulohu zohrava proteolyticka aktivita borrélii, aktivacia systémovych cytokinov
a inych medidtorov  zapalu. Vznikd tak lymfocytdrna  meningitida,
meningoencefalomyelitida, meningoencefalomyelopolyradikuloneuritida alebo

meningopolyradikuloneuritida (Garin-Bujadoux-Bannwarth syndrom) [3].

NajcéastejSou formou neuroboreliozy u dospelych je Bannwarthov syndrom —
meningomyeloradikuloneuritida. Ide o postihnutie aferentnych vladken v zadnych
koretioch miechy. Prejavuje sa silnymi, casto neznesitelnymi bolestami, ktoré
st lokalizované asymetricky na tele a koncatindch, pripadne v hrudnej oblasti,
ich lokalizacia sa mdze menit’ zo dila na deni a zhorSuju sa prevazne v noci, pricom
neodpovedaji na beznl analgetickii a antireumaticka lieCbu. Tieto bolesti zvycajne
rychlo klesaju po nasadeni vhodnej antibiotickej liecby [1, 2, 3, 12, 21, 25].

V niektorych pripadoch moéze byt Bannwarthov syndrom sprevadzany
aj poruchami vedomia (hlavne v noc¢nych hodinach), neuropsychickymi priznakmi
(depresia, nepokoj, nespavost’), postihnutim n. VII a okohybnych nervov. Vzicne
sa objavuje tazkd unava, letargia a prejavy psychosyndromu, ktory podnecuje
podozrenie na mozgovy nador alebo uZivanie drog a psychotropnych liekov.
Prilezitostne su pritomné aj vegetativne priznaky, ako potenie, obstipacia, poruchy
mocenia. Publikované boli aj rozne neurologické a hormondlne abnormality,
napr. izolovany tinnitus. V pritomnosti viacerych priznakov je diagndza jasna,
ale ak je jedinym priznakom koretiova bolest’, moze byt’ stanovend nespravna diagndza
- diskopatia [1, 2, 3, 25].

Stcastou Bannwarthovho syndréomu moze byt aj aseptickd meningitida,
klinicky sa prejavuje bolestami hlavy, nauzeou, zvracanim, fotofébiou a teplotami
do 38°C. V likvore nachiadzame lymfocytarnu pleocytézu a zvySené mnoZstvo

bielkoviny [2].
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U deti st najCastejSimi symptomami bolesti hlavy v dosledku meningitidy
a obrna tvarového nervu, ktora byva zamienana za idiopaticku periférnu obrnu licneho
nervu - Bellova obrna. Bellova obrna sa lie¢i kortikosteridmi, zatial' Co neuroborelidoza
antibiotikami. Dalej sa u detskych pacientov mézu vyskytnit’ aj epileptické paroxyzmy,

chorea, transverzalne myelitidy, vestibularne syndromy [3, 21, 26].

Postihnutie srdca — lymeska karditida

Terminom lymeska karditida sa oznacuje poskodenia srdca, ktorého priznaky
sa prejavia v priebehu 2 — 5 tyzdiov po vniknuti infekcie do organizmu. Kardialne
manifesticie st vzacne, nepredstavujii viac ako 10 % vSetkych klinickych prejavov
lymeskej borrelidzy. Podl'a odhadov sa lymeska karditida v Eurdpe vyskytuje len u 4 %
vsetkych pacientov s lymeskou borreliézou [1, 21].

Typicky znakom lymeskej karditidy je rychlo sa meniaci stupeil
predsienovokomorovej blokady. Charakteristickym nalezom je dokaz frekventnych
a komplexnych foriem komorovych arytmii, ktoré vyvolavaja palpitacie. Pri¢inou
nedostatocnosti pravej alavej Casti srdca mdézu byt perikarditida a myokarditida,
hlavhym prejavom je u vicSiny pacientov dusnost. Mnohokrat je pacient
asymptomaticky a diagndza lymeskej karditidy je objavend nahodne pri beznej lekarske;j
prehliadke [1, 2, 12].

Podozrenie na diagnézu lymeskej karditidy by malo byt na mieste u mladsich
jedincov, ktori vykazuju poruchy vedenia vzruchov bez zjavnych rizikovych faktorov
a ktori uvadzaji neddvnu expoziciu moznosti uhryznutia klieStom [21].

Chronické srdcové poruchy (napr. dlhotrvajuca dilatovana kardiomyopatia)
moézu byt vynimocne spojené s borréliovou infekciou, ale priamy vztah stile nie
je potvrdeny napriek detekcii borrélii z endomyokardickych biopsii v ojedinelych

pripadoch [21].

KoZné prejavy

K prejavom druhého Staddia patri sekundarne erythema migrans, kozné
vaskulitidy a lymfadenosis beniga cutis (boréliovy lymfocytom). Sekundarne erythema
migrans nie je v CR &astym nalezom, ale boréliovy lymfocytom je pomerne beznym

prejavom [2].
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DalSie prejavy

Pacienti s borreliozou &asto trpia bolestami kibov a svalov, méZe sa u nich
v druhom §tadiu rozvinaf akutna artritida. Postihnuté st najmid velké kiby
(napr. koleno, rameno), ale aj tzv. mikké tkaniva (kibne puzdra, vizy, §achy) [2].

Vo vsetkych Stadiach, prevazne vSak v druhom a tretom sa moZzu objavit’ aj ocné
zmeny, ktoré su ale vzacne a uznanie lymeskej borrelidozy ich pri¢iny je narocné.
Ani jeden z obrazov ocného postihnutia nie je typicky pre lymeskt borrelidzu.
Ide zvycajne o konjunktivitidu, keratitidu, episkleritidu, neuropatiu optického nervu
a dalSie. Diferencidlna diagnéza oc¢nej formy lymeskej borrelidzy je rozsiahla
a pre potvrdenie neexistuje jednotny laboratorny marker. Nutné je vylucenie inej pri¢iny

[1,2,12,21].

1.6.3 Tretie Stadium — Stadium neskorej (chronickej) infekcie

Chronické Stadium lymeskej borrelidozy nastupuje niekol’ko mesiacov alebo
rokov od zadiatku infekcie. Prejavuje sa postihnutim koZze, nervového systému, kibov

a inych organov [2].

Postihnutie koZe - acrodermatitis chronica atrophicans

Jedna sa o dlhotrvajicu, zvyc¢ajne progresivnu manifestaciu lymeskej borrelidzy,
ktord sa vyskytuje takmer vyluéne u dospelych, prevazne u zien. Je charakterizovana
Cervenymi alebo fialovo-Cervenymi léziami (obr. 5), pricom kozné zmeny mozno
rozdelit’ do dvoch faz:
a) zapalova faza — akutny zapal koze, chorobné plochy maji nepravidelny tvar
a &ervenofialovii farbu. Casto sa vyskytuje opuch. Lézie sa nachadzaji na akralnych
Castiach koncatin,
b) atroficka faza — je charakterizovana atrofiou koZze a podkozia, koza je leskla,
nepruzna a riasi sa, moze byt hyperpigmentovand. Nad kostnymi protuberanciami
a v oblasti atrofickej koze sa mozu vytvorit’ fibroidné uzliky a sklerodermické zmeny.
Histologicky nachadzame drobné popraskané zilky, Skvrny a skupinovy infiltrat

lymfocytov a plazmatickych buniek [1, 2, 20, 21].
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Obrazok 5: Acrodermatitis chronica atrophicans na dolnych koncatinach

(Zdroj: http://lymediseaseguide.org/acrodermatitis-chronica-atrophicans-hair-loss)

Postihnutie nervového systému — chronicka neuroboreli6za

Ak nenastane v prvom $tadiu potlacenie choroby imunitnym systémom pacienta
alebo liecbou, dojde k diseminécii infekcie. Borrélie sposobuju v nervovom systéme
toxickeé a zapalové reakcie, deStrukciu neurénov, gliovych buniek, mozgovych obalov
a nervovych korenov. Pohybuji sa perineuralne, v likvorovych cestach. V. CNS
sa nachadzaju intracelularne, najmé v endotelovych a gliovych bunkéch. Ich pdsobenim
nastdva aktivicia bunkovej a protilatkovej imunity, ukladanie cirkulujacich
imunokomplexov do mikrocirkulacie, ¢o vedie ku vaskulitide a tromboze s ischémiou
mozgu, miechy, koretiov a periférnych nervov. Neskor zohrava vyznamni ulohu
autoimunita, ktord zodpovedd za podobnost borreliozy s reumatickymi
a demyelinizacnymi chorobami. V pokrocilom diseminovanom S§tadiu nastava tvorba

demyeliniza¢nych plakov podobne ako pri skleroze multiplex [1, 3].

Chronicka borréliova infekcia nervového systému je velmi vzacna. Do tohto
Stddia sa dostane len mald cCast’ postihnutych (menej ako 5 %), pretoze vécSina
pacientov s lymeskou borreliozou je diagnostikovana a lieCena uz skor. Postup
do chronického §tadia nastane CastejSie v organizme oslabenom inym ochorenim [3, 21,
25].

Typickymi  prejavmi st chronickd  meningitida, encefalomyelitida
a radikulomyelitida. Chronicka encefalomyelitida je podobna roztrisenej sklerdze.

Na rozdiel od nej st vSak pritomné Specifické protilatky v sére a likvore, a tiez
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lymfocytarna pleiocytéza, mierna az vysoka hyperproteinorachia, normalna
glykorachia. Chronické zmeny CNS moézu spdsobit’ difuznu atrofiu mozgovej kory
s demenciou. Lymeska encefalopatia je klinicky charakterizovana poruchou
kognitivnych a behaviordlnych funkcii. Prejavuje sa miernou zmétenostou, najmi
v noci a u starsich pacientov [2, 3, 21].

S neuroboreliézou mézu suvisiet’ aj urcité psychiatrické poruchy ako depresia,
anxieta, poruchy spanku ¢i organické psychozy. Boli pozorované aj poruchy chodze
a mikcie [3, 25].

Diagnostika neuroboreliézy je zalozend na anamnéze, klinickom obraze,
zobrazovacich metédach (MRI, SPECT) a na nepriamych a priamych laboratornych
analyzach. V liecbe neuroboreliozy je lickom volby parenteralne aplikovany ceftriaxon

13, 25].

Lymeska artritida

Prejavy lymeskej artritidy sa mierne odliSuja v Europe a USA, v Eurdpe
je vyskyt ochorenia niz§i. Jednym z dovodov je zrejme lieCba erythema migrans
antibiotikami zavedend v FEurépe uz v roku 1951. Rozdielne klinické prejavy
sa vysvetluju aj geografickymi odliSnostami a rozdielmi v patogenetike jednotlivych
kmenov, vektorov, rezervoarov a podobne [2, 12, 24].

Urcita tlohu zrejme zohrdva aj HLA systém. V USA sa predpoklada spojitost’
chronickej artritidy s antigénom HLA DR 4 alebo DR 2. U eurdpskych pacientov sa toto

spojenie nepreukazalo [2, 12].

Po prieniku borrélii do krvného obehu tieto spirochéty kolonizuji hlavne kiby,
synoviu, chrupavku, mozog a srdcovy sval. Pre ich prilnutie na endotelidlne bunky,
bazalne membrany a extracelularne matrice je dolezitym krokom rozpoznanie
vhodnych receptorov. Schopnost’ adherovat’ po rozpoznani Specifickych receptorov
je pravdepodobne pri¢inou tkanivového tropizmu borrélii [2].

Borrélie sa viazu len na chondroitinsulfat a keratansulfat. Pritomnost’ baktérii
v tkanive vyvolava infiltrdciu bunkami (monocyty, makrofagy, polymorfonukleary),
ktoré produkuju zapalové cytokiny, a aktivaciu synovidlnych buniek, ktoré potom

produkuju hydrolytické enzymy a iné molekuly [2].
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Lymesk4 artritida je charakterizovand opakujucimi sa atakmi alebo
dlhotrvajicimi opuchmi kibov, najéastejsie jedného alebo niekolkych velkych kibov,
zvycajne kolena [2, 12, 21].

Klinické prejavy postihnutia pohybového apardtu vramci lymeskej borreliozy
mozeme rozdelit’ na:

a) artralgie — jedna sa o muskuloskeletirne, &asto migrujuce bolesti kibov
a periartikularnych Struktur, kosti a chrbtice,

b) artritida — ktord prebieha ako akutny, intermitentny alebo chronicky kibny zapal
so zhrubnutim synovialnej membréany a/alebo kibnym vypotkom,

¢) chronické kibne alebo kostné zmeny pod koZou postihnutou acrodermatitis
chronica atrophicans — jedna sa najmi o subluxacie a luxécie kibov prstov, palcov noh,
bez vaznejsich Strukturalnych zmien [2].

Bolest’ kibov, svalov samostatne nepredstavuju kritéria pre muskuloskeletarnu
prezentaciu lymeskej borreliozy. U pacientov s lymeskou artritidou sa nachadza vysoka
hladina IgG, ale pozitivna serologia samostatne nie je dostatoCnd pre potvrdenie
diagnézy. V diferencidlnej diagnostike musi byt zvazend reumatoidnd artritida, ale
aj osteoartritida, trauma, spondyloartritida, septicka artritida a iné. Ak je mozny odber
synovialnej tekutiny, odporica sa kultivacia alebo PCR. Lymeska artritida predstavuje
vzacny zapal kibov, pri ktorom s bezné zapalové parametre ako napr. C-reaktivny
protein (CRP) alebo sedimentacia erytrocytov casto v norme. Vyrazné zvysSenie

parametrov zapalu u pacienta st argumentom proti diagndze lymeskej artritidy [21].

1.7 Liecba LB

V liec¢be lymeskej borrelidzy sa uplatiiuji najmé peniciliny (amoxicilin, penicilin
G), cefalosporiny 2. a 3. generacie, makrolidy, azalidy a u dospelych hlavne tetracykliny
(doxycyklin).

Nesmierne dolezitym faktorom je diZka terapie, aby bol G¢inok antibiotik
na borrélie dostato¢ny a doSlo k ich odstraneniu. U dospelych pacientov s koznymi
formami ochorenia je dobrou volbou doxycyklin, ktory znizuje riziko postupu
ochorenia do chronického §tadia. Dobre prechadza hematoencetalickou bariérou a jeho
koncentracia v likvore (CSF) dosahuje hodnoty nad minimalnu inhibi¢nt koncentraciu.

Vo v€asnom §tadiu je liecba peroralnymi preparatmi postacujica, v neskorom
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Stadiu prebieha parenterdlne, podava sa najmé penicilin G a cefalosporiny 3. generacie
[7, 25].

Pre manifestacie skorého S$tadia borelidzy (erythema migrans, boréliovy
lymfocytom) je postaCujuca peroralna lieCba trvajica 10-14 dni. AvSak vyskyt
pretrvavajucich symptémov po absolvovani zvycajnej ATB terapie viedol k diskusii
ohladom perzistencie baktérii a moznej potrebe dlhSieho trvania liecby. Prevazna
vacsSina europskych publikacii tykajicich sa lieCby, udava jej trvanie v rozmedzi
10-14 dni, niektoré stadie udavaju 28 dni [5, 13, 21, 27].

Pre podporu uzivania inych antibiotik, ako metronidazol, trimetoprim-
sulfametoxazol, fluconazol, izoniazid, kombinaciu antibiotik alebo steroidov nie je
zatial’ dostatok spol'ahlivych udajov [25].

Utinkom antibiotickej terapie moze dojst k zniZeniu, alebo odstraneniu

protilatkovej odpovede, ¢o moze interferovat’ so serologickym vysetrenim [5].

1.8 Laboratorna diagnostika lymeskej borreliozy

Lymeska borrelidza predstavuje Siroké spektrum klinickych prejavov so znacnou
variabilitou. Diagnostika tohto ochorenia by preto mala byt zaloZena na postudenti rizika
expozicie moznosti uhryznutia klieStom, klinického stavu pacienta a laboratornych
vySetreniach, ktoré podozrenie na toto multiorganové ochorenie potvrdia alebo vylucia.

Pre detekciu B. burgdorferi sensu lato bolo vyvinutych viacero laboratérnych
technik, ktoré poskytuju dokaz o pritomnosti neporusenych spirochét alebo
ich komponentov (DNA, proteiny) v klieStovi, rezervoarovom hostitel'ovi a pacientovi

2,17, 21].

Metody detekcie borrelii mézeme rozdelit’ na:

a) priame: kultivacia, svetelnd mikroskopia v tmavom poli a polymerazova retazova
reakcia, histologicky dokaz, elektronova mikroskopia, DNA-hybridizacia

b) nepriame: imunofluorescencia, Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),

Western blot (WB) [2, 8].
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Na potvrdenie aktivnej infekcie je najlepSou metdodou kultivacia, ktorad
je Standardnou technikou u viacSiny bakterialnych nékaz. V pripade borrélii vSak ide
o Casovo a finan¢ne naro¢nu techniku s nizkou vytaznost'ou. Napriek tomu je stale viac
pouzivand, najmi v réznych vyskumoch. Dostupnost’ kultivovanych organizmov totiz
poskytuje moznosti pre Stadium Struktirnych, molekuldrnych, antigénnych

a patogenetickych charakteristik odlisSnych druhov B. burgdorferi sensu lato [2, 17].

1.8.1 Metody priame

A) Kultivacia

Kultivacia umoziiuje dokaz zivych borrélii v organizme. Jej cielom
je potvrdenie diagnézy a spitné overenie prebehnutej infekcie. Kultivacne je mozné
dokazat perzistenciu infekcie v koznych léziach, diseminaciu do réznych organov,
a to aj niekol’ko tyzdnov az rokov po infekeii [1, 2].

Kultivacia je Standardom v laboratornej diagnostike, ale s ohl'adom na doc¢asnu
spirochetémiu je izolacia z krvi naro¢na. V dosledku nizkeho poctu zivotaschopnych
borrélii v bioptickych vzorkéach a ich narocnost’ na kultivaéné podmienky, sa variabilita
pohybuje v Sirokom rozmedzi (1-70 %). Negativne vysledky vSak nevylucuji aktivnu
infekciu. Kultivacia je pouzivand najmd vo vyskumnych Studidch pre porozumenie
klinickym, laboratornym a patogenetickym aspektom lymeskej borreliézy. V klinicke;j
praxi nie je rutinne pouzivana hlavne pre pracnost’, finan¢nu a ¢asovl naro¢nost’ [2, 17,
21].

Kultivacia borrélii je velmi naro¢nad. In vitro rastt v mikroaerofilnych
podmienkach pri teplote 30-37°C po dobu az 12 tyzdnov. Vyzaduju vysoko obohatenti
komplexnu podu, najpouzivanejsia je Barbour-Stoener-Kellyho (BSK), ktora obsahuje
aminokyseliny, N-acetylglukosamin, vitaminy a nukleotidy, krali¢ie alebo konské sérum
a dalSie zlozky. Prave preparaty kralicicho a konského séru moézu obsahovat
antispirochétové protilatky, ¢im brzdia rast borélii. Kazdé nové balenie séra je nutné
otestovat’ pomocou Western Blot. Rast borrélii ovplyviiuju aj faktory ako osmoticky
tlak, slne¢né svetlo, UV Ziarenie, pH prostredia (pH 7,5), oxidoredukény potencial [1, 7,
9, 17].
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Borrélie sa dobre farbia anilinovymi farbivami, je mozné ich zndzornit

Giemsovym farbenim alebo striebrom [9].

Odber a pripravu klinického materialu je nutné vykondvat’ za prisne sterilnych
podmienok. Identifikacia B. burgdorferi sensu lato sa uskutocituje z mnohych odlisnych
tkaniv a telesnych tekutin pacientov s lymeskou borrelidozou, ako s biopsia a lavaz
erythema migrans, biopsia acrodermatitis chronica atrophicans, boreliového
lymfocytomu, vzorky krvi, CSF alebo synovidlnej tekutiny. Zaujimavou metddou
odberu vzorky je lavaz 1ézie erythema migrans. Do postihnutého miesta sa vstrekne
fyziologicky roztok a nasledne sa vytiahne. Hoci tato technika mé niZSiu senzitivitu,
jej vyhodou je nizsia invazivnost oproti biopsii [1, 17].

Zachyt borrélii z krvi alebo krvnych komponentov u eurdpskych pacientov
je vel'mi nizky (pod 10 %). Dévodom mdze byt aj fakt, ze v Eurdpe je pri¢inou koznych
prejavov hlavne B. afzelii, ktord sa zriedka Siri hematogénnou cestou [17].

Praca americkych autorov vSak uvadza, ze vytazok moze byt vyrazne vyssi, ak
sa na kultivaciu pouzije len plazma a kultivovany objem sa zvy$i na 9 ml. Vytaznost

d’alej podporuje nasledné pouzitie qPCR na detekciu borréliovej DNA. [28]

B) Svetelna mikroskopia v tmavom poli

Predstavuje jednu z najstarSich mikroskopickych metdéd a slizi na pozorovanie
malych alebo pohyblivych objektov. Jej zakladom je tzv. Tyndalov jav, kedy
pozorovany objekt nie je osvetlovany priamo, ale svetlo na neho dopada z boku, ¢im

vznika efekt ziarenia. Pouziva sa na rychly dokaz pohyblivych spirochét [1, 8].

C) Histologicky dokaz

Histologicky dokaz borrélii sa uskuto¢niuje v rozteroch farbenych Giemsom
a toulidinovou modrou alebo striebrenim 1% dusi¢nanom striebornym a natravenim
amyldazou. Obe techniky st pouzZiteI'né na histologickych rezoch tkaniv zaliatych
do parafinu alebo Zivice. Priamy dokaz je Specificky iba s pouzitim monoklonalnych

protilatok proti povrchovym antigénom [1, 2].
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D) Elektronova mikroskopia

Elektrénopticky dokaz predstavuje zhodnotenie morfologie baktérie (rozmery,
biciky, ...) a imunocytochemickd reakciu antigénu (Ag) s monoklonalnou protilatkou
v ultrarezoch alebo bunkovom sedimente ziskanom centrifugéciou. Negativne farbenie
sa dosiahne pouzitim 1% kyseliny fosfowolframovej alebo 1-8% uranylacetatom.

Technika imunosorbentnej elektronovej mikroskopie (ISEM) je =zalozena
na reakcii Ag so Specifickou Ab na pevnom sorbetne — mikroskopicka sietka. Nésledne
dochadza ku konjungécii adsorbovaného Ag s monoklondlnou protildtkou znacenou
zlatom. Tato metoda predstavuje jasny dokaz infekcie u seronegativnych pacientov

1, 2].

E) Polymerdzova ret’azova reakcia — PCR

Ziakladné principy PCR

Polymerazova retazova reakcia umoZziiuje in vitro enzymatickl syntézu
a amplifikdciu Specifickych sekvencii nukleovych kyselin. Vyuziva opakovanie
cyklov syntézy DNA podobnym spdsobom ako prebieha in vivo DNA replikacia.
DNA je mozné amplifikovat’ priamo, RNA je nutné najprv reverzne transkribovat’
do cDNA a azZ nasledne tuto amplifikovat’ [29].

Proces replikacie zaCina jednou molekulou dvojretazcovej DNA oznafovanej
matricova (teréova, templatova). Usek DNA uréeny na amplifikaciu je definovany
parom oligonukleotidovych primerov. Ide o synteticky pripravené kratke useky DNA,
ktorych 3’ konce slizia ako zaCiato¢né miesta pre replikdciu [29].

Vdaka vysokej citlivosti umozituje PCR zachytenie aj vel'mi malého mnozstva
nukleovej kyseliny vo vzorke. Zakladom uspesnej reakcie je pouzitie neporusen¢ho
useku DNA matrice a tiez navrhnutie vhodnych primerov na zaistenie Specifickosti

reakcie [30, 31].

Mechanizmus amplifikacnej reakcie
Amplifikacia DNA pomocou PCR prebieha v troch opakujtcich sa krokoch:
1. Denaturacia — pri teplote 95 °C dochadza k oddeleniu jednotlivych vldkien DNA

templatu, ¢o umozni hybridizdciu primerov. Je dolezité, aby nastala kompletna

40



denaturacia oboch vladkien. Inak by mohlo dojst’ k rychlej renaturacii celej molekuly,
¢o by zabranilo interakcii s primermi [30, 31].
2. Hybridizacia (annealing) — pripojenie primerov na Specifické komplementarne miesta
k denaturovanému templatu DNA. Uskutociiuje sa pri teplote 40-72 °C, v zavislosti
od dizky primerov a zastapenia A-T a C-G pérov. Tuto teplotu je mozné vygitat’ priamo
z udajov vyrobcu primerov. Pre jej vypocet existuje viacero postupov. Primery
su orientované v smere 5° — 3’a pripdjaju sa na 3° konce komplementarnej DNA [3, 13,
30].
3. Rast (expanzia, elongacia) DNA vldkna — enzym DNA polymeraza priklada k 3°’OH
koncu primera deoxyribonukleotidy (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) podla
komplementarnej sekvencie templatu az je cela tercovda DNA replikovand. Prebieha
pri teplote 7275 °C, ktora je optimom pre 7ag DNA polymerazu [30, 31].

Pocet molekal DNA sa po kazdom cykle zdvojnasobi. Retazova reakcia
poskytuje exponencidlnou amplifikaciou origindlnu DNA, pricom pocet cyklov

(n) urcuje kol’ko kopii je vytvorenych (2n) [29, 30].

Reakcné zloZky PCR

 Vzorka — usek izolovanej dvojvldknovej DNA, ktory obsahuje sekvenciu
vymedzenl primermi.

 Primery — dva oligonukleotidy (o dizke cca 18-30 nukleotidov) ohraniujuce
usek DNA urceny na amplifikaciu.

* Termofilna DNA polymeréza.

«  Styri deoxyribonuleozidtrifosfaty - dATP, dCTP, dTTP, dGTP.

*  Vhodny zékladny reak¢ény roztok s primeranou koncentraciou soli (Mg2+),

pH reakéného prostredia musi byt v rozmedzi 8,3 - 9 [30, 31].

PCR v diagnostike lymeskej borreliozy

PCR predstavuje priamy, vysoko Specificky test na detekciu DNA
B. burgdorferi. VyznaCuje sa vysokou citlivostou a vd’aka tomu moze byt velmi
napomocnou technikou pri detekcii a identifikacii rozsiahleho mnoZstva vybranych
patogénov, dokaze zachytit’ aj menej nez 10 borrélii vo vzorke. Limitujicim faktorom
pri detekcii B. burgdorferi sensu lato v klinickych vzorkéch je prechodna spirochetémia

a relativna narocnost’ pri ziskani borrélii zo vzorky. Takisto nie je mozné pomocou
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konvenénych DNA technik urcit, ¢i je infekcia aktivna alebo nie. V stcasnosti
nie su cielové sekvencie a primery pouzivané pri analyze Standardizované a teda
vysledky pochadzajice z réznych laboratérii sa mozu vyrazne lisit. Dal§im negativom
je predovsetkym finan¢nd a manuélna narocnost’ a tiez lahka kontaminacia vzoriek inou
DNA. Napriek spominanym nevyhoddm, v sprdvnom prevedeni moze tato technika

ponuknut’ pouziteI'ni diagnostickt podporu v zlozitych pripadoch [2, 21].

Zatial' co v USA je jedinym patogénnym druhom spdsobujucim lymeska
borrelibzu B. burgdorferi sensu stricto, v Europe sa k nej pridavaja aj B. garinii
a B. afzelii. Prave tato heterogenita europskych kmenov musi byt vzata do uvahy najma
pri vyvoji diagnostickych nastrojov, ako PCR primery a diagnostické antigény. Dolezita
je istota, Ze PCR detekuje prave spominané tri patogénne druhy, pretoZe je schopna
detekovat’ aj B. valaisiana a nedavno popisany druh B. spielmanii, ktoré mozu byt tiez

patogénne pre Cloveka [5, 32].

PCR analyza klinickych vzoriek

Z dovodu nizkeho poctu spirochét v telesnych tekutinich pacientov
a v infekénom tkanive st pre spolahlivé vysledky PCR analyzy kl'icovymi krokmi
odber, transport a priprava DNA izolatu z klinického materialu. Poc¢as tychto tikonov
moze totiz dojst’ k degradacii DNA B. burgdorferi sensu lato [17, 27].

Pri skladovani vzorky v BSK médiu po viac ako 24 hodin, méze dojst’ k migracii
spirochét do kultivacného média. Za tychto podmienok by mala byt DNA pripravena
z koznej biopsie aj z média analyzovana samostatne. Alternativou je zozbieranie
spirochét z média centrifugéaciou a ich spolo¢na analyza spolu s tymi zo vzorky tkaniva.
Vzorky biologického materidlu by mali byt po odobrati podrobené¢ DNA extrakcii
a nasledne PCR analyze, alebo by mali byt uskladnené zmrazenim [17].

Jednym z problémov je moznost’ interferencie hostitel'skej DNA pri detekcii
DNA B. burgdorferi sensu lato v klinickych vzorkéach alebo vo vzorkdch z kliestov.
Taktiez je to pritomnost’ PCR inhibitorov, ktoré moézu byt minimalizované zriedenim

extrahovanej DNA [17].

Vysledok PCR moéze byt kvalitativny alebo kvantitativny. Pre laboratornu

diagnostiku borréliovej infekcie zvycCajne postacuje kvalitativna analyza, teda dokaz
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pritomnosti ¢i nepritomnosti hl'adanej DNA [1, 8, 17].

Uspesnost a vykon PCR je zavisly od niekolkych faktorov, ako vyber
zodpovedajucej cielovej sekvencie a primerov pre PCR amplifikaciu, d’alej Cistota
a mnozstvo DNA. V klinickych laboratéridch medzi najpouzivanejsie ciel'ové sekvencie
patria napr. plazmidové gény ako ospd a ospB, chromozomdlne gény ako tie
pre flagelovy protein p66 (klon 2HI), alebo génové segmenty 16S rRNA alebo
5S/23S rRNA. AvSak pre urCenie najvhodnejSej metody stile chybaju velké
porovnavacie Studie [1, 17, 32].

Vo vSeobecnosti nie je mozna Standardizécia diagnostickych testov pre PCR
a to predovSetkym v Eurdpe, kde je diagnostika stazena roznou sekvenciou DNA

odlisnych réznych genodruhov a subtypov B. burgdorferi sensu lato [1].

Medzi cielové sekvencie pouzivané pre detekciu DNA B. burgdorferi sensu lato
v koznych bioptickych vzorkach patri p66, 16S tRNA, fla, 23S 1RNA,
5S rRNA-23S rRNA, recA a ospA. Senzitivita PCR pre detekciu B. burgdorferi sensu
lato DNA vo vzorkdch erythema migrans a acrodermatitis chronica atrophicans
je pravdepodobne zavisla od ciel'ovej sekvencie [17].

Vo vSeobecnosti je senzitivita PCR detekcie B. burgdorferi sensu lato DNA
v krvi, plazme alebo sére pacientov s lymeskou borreliézou nizka. Nizky vytazok moze
byt dosledkom nepritomnosti spirochetémie, prechodnej spirochetémie a taktiez
moznou pritomnost'ou PCR inhibitorov v krvi pacienta [17, 27].

Jedna zo Studii uvadza koreldciu medzi spirochetémiou potvrdenou pomocou
PCR u pacientov s erythema migrans, mnohopocetnymi erythema migrans
a pritomnostou zodpovedajucich symptomov. Tato analyza indikuje, Ze silnym

prediktivnym faktorom PCR pozitivity je pritomnost’ systémovych symptémov [17].

Senzitivita PCR detekcie B. burgdorferi sensu lato DNA vo vzorkdch CSF moze
byt zévisla na klinickych prejavoch, pocte bielych krviniek v CSF, trvani ochorenia
a ¢i bola podana ATB terapia. V PCR diagnostike boli pouzité 4 odlisné PCR primery,
tri zamerané na OspA gény a jeden zamerany na OspB gén. Zhoda medzi oboma
odlisSnymi technikami bola vel'mi slaba [17].

Pre detekciu pritomnosti B. burgdorferi sensu lato v synovidlnej tekutine

u pacientov s lymeskou artritidou je PCR ovela citlivejSia ako kultivicia. Podanie
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antibiotik vSak vyrazne znizuje citlivost’ reakcie [17, 24].

Uspesnost’ detekcie DNA B. burgdorferi sensu lato zo vzoriek synovialnej
tekutiny zavisi na pouzitych primeroch a trvani ATB terapie. Zaujimavost'ou je, ze DNA
borrelii bola najdena v synovidlnej membrane u pacientov, ktorych synovidlna tekutina
bola pri PCR analyze negativna [17].

Zaujimavé moOZzu byt nové testovacie systémy, ktoré vyuzivaju
elektromagentické signaly generované bakterialnymi DNA sekvenciami a v buducnosti

modzu zohrat  tlohu v diagnostike lymeskej borrelidozy [33].

Senzitivita a Specifickost’ PCR

Senzitivita detekcie borréliovej DNA v krvi pacientov (plazma, sérum)
a vo vzorkdch CSF je nizka. Opakom je analyza synovidlnej tekutiny u pacientov
s lymeskou artritidou, kde je senzitivita vyssia. Napriek tomu, Ze citlivost’ PCR detekcie
borréliovej DNA v koznych biopsiach od pacientov s erythema migrans je pomerne
vysokd, malo kedy je toto testovanie nevyhnutné. Diagndézu je totiz mozné urcit
zo Specifického vzhladu koznej 1ézie [17, 27].

U vécsiny pacientov je vysledok PCR po lieCbe antibiotikami negativny. AvSak
detekciu DNA B. burgdorferi v plazme, moci a CSF pocas lieCby alebo kratko po nej
je mozné vysvetlit vysokou senzitivitou PCR metody a zvySujlicim sa mnozstvom
miftvych spirochét, ktoré st u¢inkom liekov uvolnené z tkaniv [1].

PCR a WB st odporacanymi metédami pre testovanie synovidlnej tekutiny
pri dokaze lymeskej artritidy. PCR a ISEM st metédy vhodné na analyzu CSF
pacientov s podozrenim na neuroboreliozu, zvlast v pripade, ked’ su protilatky

negativne [1].

Detekcia PCR produktu

Na identifikaciu, separaciu a purifikdciu fragmentov DNA sluzi elektroforéza
v agarézovom alebo polyakrylamidovom géli. Separacia fragmentov DNA prebicha
v elektrickom poli v zévislosti na ich velkosti. Rozdelené fragmenty DNA je mozné
izolovat’ z gélu a pouzit’ pre dalSie prace. Vhodné podmienky pre delenie fragmentov
v roznom rozpidti molekulovych hmotnosti je mozné zaistitt vyberom typu

a koncentracie gélu [29, 31].
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Metddou PCR v redlnom case (real-time PCR) je mozné kvantifikovat’ prirastok
mnozstva nukleovej kyseliny v priebehu reakcie pomocou Specifickej teploty topenia
v reakcii so SYBR Green I alebo vyuzitim fluorescen¢ne oznacenych hybridiza¢nych
sond (TagMan). Vyhodou je rychlost, viacfarebna opticka detekcia v kazdom cykle,
jednoduché odlisenie Specifickej teploty topenia produktu od neSpecifickej, vysoka
citlivost, moznost opakovanych reakcii (nested, multiplex, multilocus) v jednej

kapilare, ¢o znizuje riziko kontaminacie [1].

1.8.2 Metody nepriame

Nepriame metody sliZia na detekciu protilatok v triede IgG a IgM namierenych
proti B. burgdorferi sensu lato, ktoré st pritomné v krvnom sére, mozgomiechovom
moku alebo synovidlnej tekutine. NajcCastejS§ie pouzivanymi testami su nepriama
imunofluorescencia (IFA), ELISA a Western blot [1, 2].

Prave serologia je prvym a zvycajne aj jedinych diagnostickym postupom,
pretoze umoziuje jednoduché ziskanie biologického materidlu, testovacie supravy
su Siroko dostupné a aj napriek réznym nejasnostiam a nedostatkom maju

akceptovatel'nu senzitivitu a Specifickost’ [2, 21].

A) Nepriama imunofluorescencia

Zékladom tejto metody je reakcia protilatok v triede IgM a IgG so substratom
nanesenym na skli¢ka. Substrat predstavuju bunky infikované borréliami alebo samotné
borrélie. Nasledne sa prida antiludskd protilaitka konjungovand s fluorescein-
isotiokyanadtom a nastane jej vézba na ludské imunoglobuliny, reakciu detekujeme
pomocou fluorescenéného mikroskopu. Riedenim séra je mozné stanovit titer
protilatok. Nevyhodou tejto techniky je potreba fluorescenéného mikroskopu,
skusené¢ho pracovnika, taktiez subjektivne hodnotenie a interpretacie vysledkov [1, 2,

17].
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B) Enzyme Linked Immunosorbent Assay — ELISA

Ziakladné principy metédy ELISA

V klinickej praxi a zékladnom vyskume patri ELISA k najpouzivanejSim
imunochemickym metédam. Slazi na detekciu a kvantifikaciu protilatok, antigénov
a k Studiu Struktiry antigénov v telesnych tekutindch, homogenatoch a tkanivovych
extraktoch.

Principom metdédy je imunochemickd reakcia s enzymatickou detekciou,
¢o umoziuje stanovit' koncentraciu protilatky alebo antigénu v neznamej vzorke [29,
34].

Metoda vyuziva schopnost’ vézby proteinov (imunoglobulinov) na povrch
umelej hmoty a tieZ schopnost’ viazat' enzymy na Fc fragmenty imunoglobulinovych
molekul [8]. Miestom reakcie je mikrotitracna dosticka s 96 jamkami. Na steny jamiek
je chemicky alebo absorpciou naviazany antigén. K nemu sa prida riedené vySetrované
sérum a inkubuje sa ur¢iti dobu. Nenaviazané zlozky sa vymyju. Pripadna reakcia
medzi antigénom a Specifickou protilatkou pritomnou v sére sa vizualizuje
prostrednictvom  detekénej protilaitky s naviazanym substratom (konjungat).
Nenaviazany konjungat je z reak¢nej zmesi odstraneny premytim. Viazany konjungat
je inkubovany s enzymovym substratom a poskytuje farebnu reakciu [34].

Zakladné vybavenie pre ELISA metody predstavuje tzv. ELISA-reader. Ide
o modifikovany spektrofotometer umoznujici meranie farebnej reakcie pri rdéznych
vlnovych dizkach. Je upraveny na odéitanie z mikrotitraénych dogti¢iek. Vysledok,
jednotky protilatok, sa vypocita zmeranim optickej denzity a z riedenia pacientovho
a referencného séra. KoneCnym vysledkom je hodnotenie pozitivne — hranicné —
negativne. Kvantitativne urCenie mnozstva protilatok je len orienta¢né [2, 8, 34].

Vyhodou metddy ELISA je citlivost, Specifickost” a reprodukovatelnost’. ELISA
metody sa pouzivaji hlavne na stanovenie proteinov (protilatok), ktoré su pritomné
v sére v nizkych koncentraciach, na stanovenie autoprotilatok o znamej Specifickosti,
Specifickych protilatok proti ofkovacim antigénom a proti infekénym cinitelom
mikrobidlnym, parazitirnym aj virusovym, na stanovenie cytokinov a dalSich latok

[34].
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ELISA v diagnostike lymeskej borreliozy

ELISA patri medzi najCastejSie pouzivané serologické metddy. Jej cielom
je detekcia protilatok, predovsetkym v triede IgG a IgM, ktoré su pritomné v sére
pacienta, ale aj v mozgomiechovom moku a synovialnej tekutine a reaguju s antigénmi
v diagnostickych setoch.

Komplexnost’ antigénneho zlozenia B. burgdorferi sensu lato je vyzvou
pre serodiagnostiku lymeskej borreliozy prave pre odliSnost’ exprimovania jednotlivych
antigénov v tele vektora a v hostitelovi, pricom niektoré st vyluéne exprimované
in vivo v infikovanom cicav€om hostitelovi. Okrem toho existuju antigénne rozdiely
medzi jednotlivymi druhmi B. burgdorferi sensu lato spésobujucimi borreliézu. Priama
detekcia borrélii v klinickych vzorkdch ma svoje zna¢né obmedzenia, preto
sa serologick4 diagnostika dostava do ulohy hlavnej laboratornej metdody na podporu

klinickej diagnozy lymeskej borreliozy [17].

Jednotlivé antigény a ich vyznam v diagnostike

Ako antigén pre serologickul analyzu sluZia celé teld borrélii alebo umelo
pripravené rekombinantné antigény. Pre ich pouzitie je dolezité poznanie génov, ktoré
koduji dané antigénne proteiny, vyroba ich syntetickych kopii a nasledne klonovanie
pomocou E. coli. Momentalne st dostupné rekombinantné antigény OspA, OspC, VISE,
flagelin, protein p39 a p83. Problémom zostdva uzka Specifickost’” rekombinantnych
OspA, OspB, OspC, OspF, OspD antigénov pre rozne druhy (B. burgdorferi, B. afzelii,
B. garinii) a taktiez protilatky proti nim, ktoré sa tvoria (s vynimkou OspC) relativne
neskoro a niekedy sa u I'udi nevytvoria vobec [1, 2, 8, 25].

Pre B. afzelii a B. garinii su Specifické antigény p39, p56, pl4, p18, ktoré je vSak
naro¢né pripravit v rekombinantnej forme. Vo Specifickej RE ELISA (Biotest AG,
Dreieich, Nemecko) boli pouzité rekombinantné wvnutorné fragmenty flagelinu
B. garinii a B. afzelii so zmesou antigénov pl100, p39, OspC, pl8, ktorych celkova
senzitivita bola 97% pre 1gG a 92,4% pre IgM [1].

V novej generacii ELISA testov by mala byt vysSia senzitivita a Specifickost’
pre viacero spolo¢nych antigénov B. burgdorferi sensu lato, ako tri OspA, OspB, OspC,
BmpA a MEP. Vicsina aktualne pouzivanych celobunkovych testov ELISA je reaktivna
proti 41kD, 58kD, 60kD, 66kD, 72kD proteinom. Aj napriek tomu, Ze tieto antigény

su sucastou bunky B. burgdorferi sensu lato, vykazuji zna¢nl skrizenu reaktivitu
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s nepatogénnymi spirochétami, Sokovymi antigénmi a s niektorymi virusmi (napr.
EBV). Skrizenu reaktivitu je mozné znizit' vysytenim vySetrovaného séra sorbentom —

absorpciou skrizene reagujucich protilatok [1, 2].

Najvyssie hladiny $pecifickych IgM protilatok nachadzame medzi 3.-8. tyzdiiom
od zaciatku symptomov a u vac¢Siny pacientov dochadza k ich postupnému poklesu.
St namierené hlavne proti p41-flagelinu a OspC. Flagelovy protein - flagelin (41kD)
predstavuje imunodomininantny antigén borrelii. Na zaklade tejto skutocnosti, niektoré
imunometdédy obsahuju purifikovany flagelovy antigén samostatne, iné pridavaja
flagelin k obohateniu anitgénneho mixu. Velkou nevyhodou je jeho zna¢nd skrizena
reaktivita. Niektoré flagelové epitopy st pritomné aj v tkanivach cicavcov, ako nervové
tkanivo, synovie, srdcovy sval. Vnutorna Cast’ flagelovej molekuly obsahuje variabilnu,
druhovo $pecifickl imunodominantna oblast’, ktord vykazuje nizSiu skrizenu reaktivitu
s antigénmi inych baktérii ako cely protein. Flagelovy vonkaj$i obal — protein FlaA
(37kD), patri tiez k imunodominantnym antigénom, hlavne v skorej faze ochorenia
[1,2,17].

Dalsi imunodominantny antigén predstavuje plazmidom kédovany OspC protein
(21-25kD). Borrélie, ktoré st dlhodobo kultivované in vitro neexprimuju OspC,
¢o vysvetl'uje skutocnost’, ze tento antigén nebol rozpoznany v skorSich stadiach, ktoré
pouzivali dlhodobo kultivované B. burgdorferi sensu lato ako zdroj antigénu. OspC
je heterogénny a rozdiely v sekvencidach aminokyselin existuju medzi jednotlivymi
druhmi B. burgdorferi sensu lato. Vyskum imunogénnych, konzervativnych epitopov
vramci OspC proteinu viedol k vytvoreniu syntetického peptidu, ktory obsahuje
konzervativny C-koniec s 10 aminokyselinami OspC proteinu (pepC10) [1, 2, 17].

Po rozsireni infekcie krvnou alebo lymfatickou cestou sa vytvaraju protilatky
IgM proti antigénu p83. Reakcia IgM s OspA svedci o relapse infekcie alebo o neskorej
borrelidoze. Vysoké hladiny IgM moézu pretrvavat’ pocCas celého priebehu ochorenia,
alebo naopak ich mézme detekovat’ az po ukonceni terapie bez ohl'adu na jej uspesnost’
[1].

IgG protilatky predstavujt individualne variabilni a mnohokrat nepredvidatel'nt
imunitnu odpoved’ organizmu na antigény, ktoré su rozpoznavané neskor. IgG protilatky
st najvyssie pocas neskorych manifestacii a sa zvy€ajne sa objavuji v nepritomnosti

IgM. Moézu zostat’ detekovatel'né aj niekol’ko rokov. Stabilne pozitivny titer po liecbe
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nemusi byt doésledkom neucinnej terapie alebo perzistencie spirochét v organizme.
Zo skusenosti je zname, ze v pripade vacsiny serologickych testov negativny vysledok

vo v€asnom §tadiu nevylucuje ochorenie [2, 15].

Nedavne studie upozornili na chemokin CXCL13, ktoré¢ho ulohou je prildkanie
B-buniek. Tato latka je vo zvySenych hladinach dokazatelnd v CSF u pacientov
s potvrdenou neuroboreliozou v skorom Stadiu. V uskuto¢nenej Studii dosiahla
diagnostickd senzitivita CXCL13 v ELISA teste v CSF 100 % v pripadoch skorej
neuroboreliozy, Specifickost’ bola 63 %. K normalizacii hodnot doslo u 82 % 4 mesiace
po terapii. Tento test moéze byt ndpomocny v pripade seronegativnych pacientov
v skorej faze ochorenia, ako kontrola terapie a teda predstavuje sI'ubny diagnosticko-

lieCebny marker neuroboreliézy do budticnosti [13, 25].

Detekcia protilatok a hodnotenie vysledkov

Pre Standardizéaciu serologickych metod bolo dolezité zavedenie dvojfazového
testu, ktory ur€uje pouZzitie screeningovej, vysoko senzitivnej ELISA a nasledné pouZitie
Western blotu s vysokou Specifickostou, ako metdodu konfirmacie pozitivnych
a hranicnych vysledkov. Problém predstavuje pouzitie roznych druhov a kmenov
B. burgdorferi sensu lato ako antigénu v ELISA a WB, ¢o mé za nasledok nesulad

vysledkov [1, 15, 21, 24].

Pri diagnostike neuroboreliozy je dolezité serologické vySetrenie CSF.
Ako metdda sluzi stanovenie indexu CSF/sérum. Predstavuje spojenie imunologického
testu, ktory meria Specifické protilatky v sére a v CSF. Vysledok je zaloZeny
na kvantifikacii IgG protilatok v sére a v CSF. Citlivost’ tohto testu je vSak nizka
a negativny vysledok nevylu€uje neuroboreliézu. Je dolezité si uvedomit’, ze pozitivny
index moéze pretrvavat dlhodobo aj po vymiznuti infekcie z CNS, ale zapalové

parametre vymiznu v priebehu niekol’kych mesiacov [1, 21].

Takmer u vSetkych imunokompetentnych pacientov s neskorymi manifestaciami
(neuroborelidza, acrodermatitis chronica atrophicans, lymeska artritida) je pritomna
pozitivita IgG protilatkovej odpovede. Seronegativita v neskorom Stadiu lymeskej

borreliézy je mimoriadne vzacna [21].
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Pri hodnoteni je nevyhnutné brat do tuvahy faloSne pozitivne aj faloSne
negativne vysledky, ktorych dovodom je hlavne prijatie neadekvatnych CUT-OFF
hodnoét, pritomnost’” skrizenej reaktivity alebo faloSne pozitivne reakcie v ddsledku
autoimunitného ochorenia. Humordlna odpoved imunitného systému je velmi
komplexna a individudlne premenlivd, predovSetkym vo vztahu k jednotlivym
antigénom borrélii [2, 21].

Pri interpretacii vysledkov serologickych testov je potrebné mysliet
aj na epidemiologicki anamnézu a klinicky stav pacienta. AZ potom predstavuje
serologia uzito¢nu informéaciu na doplnenie klinickej diagndzy. Pravdepodobnost’,
7ze pozitivna serolégia u pacienta skutocne odraza prebiehajuce ochorenie
a pravdepodobnost’, Ze pacient s negativnym vysledkom testu ochorenie nema, zavisi
na charakteristikach danej metody (senzitivita a Specifickost’) a na prevalencii ochorenia
v populacii. Svoju ulohu zohrava aj podanie ATB, ktoré znizuju protildtkov odpoved'.
Vyznam vysledkov testov na protilatky proti B. burgdorferi sensu lato musi byt
interpretovany s opatrnostou, hlavne mimo endemickych oblasti [2, 21, 24].

ELISA mé oproti inym imunometdédam vyhody, ako jednoduché testovanie,
objektivne vytvaranie Ciselnych hodnot, ktoré koreluju v relativnych Ccislach

s mnozstvom pritomnych protilatok a schopnost’ automatizacie [17].

C) Western blot

Ciel'om tejto metody je dokaz uzko Specifickej protildtkovej odpovede. Oproti
metode ELISA je Western blot ¢asovo naroc¢nejsi a drahsi, ale ma vyssiu Specifickost’.
Jeho principom je detekcia protilatok, ktoré st namierené proti konkrétnym
antigénom. Pouziva sa najmd na overenie pozitivity ELISA testov a pri nejasnych

vysledkoch [2, 8].

Vysetrenie je mozné rozdelit’ do troch krokov:

1. rozdelenie borréliovych proteinov (z rozruSenych celych buniek B. burgdorferi)
elektroforézou na zaklade odliSnej molekulovej hmotnosti na polyakrylovom géli,

2. prenos rozdelenych antigénov na mikrocelulozovi alebo nylonovii membranu
a ich naslednd inkubdcia so vzorkou séra. Po pridani vySetrovaného séra sa Specifické

protilatky proti jednotlivym Ag naviazu na dané antigény,
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3. vizualizacia naviazanej protilaitky pomocou radioaktivnej latky alebo farby,
¢o umoznuje detekciu pruzkov, ktoré predstavuju komplex jednotlivych antigénov

a Specifickej protilatky [2].

Serologicka odozva nie je u eurdpskych pacientov tak vyrazna ako v USA,
a to v akutnej, aj v neskorej borrelidze.

WB by mal byt’ prispdsobeny na populaciu danej geografickej oblasti, vyrobeny
pokial’ mozno s endemickym genodruhom a lokdlnym kmetiom. Kmene dlho rastiice
v BSK pode sa nesmu pouzivat, pretoze u nich dochddza k strate plazmidov.
NajvhodnejSie je pouzitie izolatov uz adaptovanych na ¢loveka [1].

Vysledkom vySetrenia je subor Specifickych proteinov (bakteridlnych
antigénov), ktoré boli rozpoznané protilatkami v pacientovom sére. Na potvrdenie
diagnézy lymeskej borrelibzy je nutnd detekcia pritomnosti protilatok proti
konkrétnemu poctu presne urcenych antigénov borrélie [2].

Aj napriek mnozstvu nedostatkov patria medzi najCastejSie pouzivané
diagnostické postupy prave serologické vySetrenia. Limitujlica je ich nizka senzitivita
a Casto sa vyskytujuce pretrvavanie zvySenych titrov protilatok u pacientov
bez prejavov ochorenia. Ci su zvysené titre prejavom prekonanej subklinickej infekcie,
nie je celkom objasnené. Problémom pri serologickych vySetreniach lymeskej

borrelidzy je takisto vyrazna odlisnost’ vysledkov medzi jednotlivymi laboratoriami [2].
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2 EXPERIMENTALNA CAST

2.1 Vyber pacientov a vySetrovany material

Na zéklade ndhodného vyberu bolo vybranych 113 pacientov, ktorych
biologicky materidl bol vySetrovany serologickou metédou ELISA na pritomnost
protilatok v triede IgG a IgM proti B. burgdorferi sensu lato a metédou PCR
na pritomnost DNA B. burgdorferi sensu lato. V tomto subore sa nachadzalo 55 muzov
a 58 zien. Vekovy priemer muzov predstavoval 47,31 + 28,32 (vekové rozmedzie
5 — 88 rokov), vekovy priemer zien 47,31 £+ 26,95 (vekové rozmedzie 6 — 87 rokov)
a vekovy priemer muzov a zien dohromady sa pohyboval v rozmedzi 47,31 £ 27,5

(vekové rozmedzie 5 — 88 rokov).

2.2 VySetrenie vzoriek biologického materialu na pritomnost’ protilatok

proti B. burgdorferi sensu lato metéodou ELISA

Pomocou imunoenzymoanalytickej stipravy EIA Borrelia recombinant 1gG/IgM
(192) boli vySetrené¢ vzorky séra a likvoru na pritomnost protilatok proti Borrelia
burgdorferi sensu lato. Stiprava slizi na stanovenie pritomnosti protilatok aj v plazme,
mozgomiechovom moku alebo synovidlnej tekutine a k dokazu intratekélnej syntézy
Specifickych protilatok. Je mozné fiou vykonat’ 192 testov.

EIA Borrelia recombinant IgG/IgM (192) predstavuje imunoenzymoanalytick
supravu III. generacie s vysokou diagnostickou citlivostou a Specifickost'ou. Pouziva
sa pre screeningové stanovenie antiborréliovych protilatok a dokaz intratekalnej syntézy

u pacientov s podozrenim na neuroboreliézu.

2.2.1 Princip testu

Stprava sluzi na stanovenie antiborréliovych protilatok triedy IgG/IgM
v ludskom sére alebo plazme. Na vnUtornom povrchu mikrotitratnej dostiCky

st imobilizované antigény. Specifické protilatky pritomné vo vySetrovanej vzorke
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sa naviazu na imobilizovany antigén, na nich sa v d’alSom kroku viaze zvieracia
protilatka proti I'udskému IgG/IgM oznafena chrenovou peroxidazou. Peroxidazova
aktivita viazand na pevni fazu je nésledne semikvantitativne detekovana
pouzitim chromogénneho substratu s tetrametylbenzidinom (TMB). Pozitivna reakcia
sa prejavuje modrym zafarbenim, ktoré sa pridanim zastavovacieho roztoku zmeni
na ZIté. Jeho intenzita sa meria na fotometri pri vinovej dizke 450 nm.

Ako antigén je v suprave EIA Borrelia recombinant IgG (192) pouzita
kombinécia vybranych casti Specifickych antigénov (VISE, p83, vnutorny flagelin —
p4li, p39, OspC a pl7) druhov B. burgdorferi sensu lato. V pripade stanovenia
IgM pomocou EIA Borrelia recombinant IgM (192) je to kombinacia vybranych Casti
Specifickych antigénov (vnutorny flagelin — p41i, p39, OspC) druhov B. burgdorferi

sensu lato.

2.2.2 Zlozenie diagnostickej sapravy

» Potiahnuta dosticka s naviazanym antigénom o velkosti 12 x 8 jamiek, v sacku
so suSidlom

* Negativna kontrola (NK) — ludské sérum bez protilatok proti borrélidm,
v pracovnom riedeni

* CUT OFF — T'udské sérum s obsahom protilatok proti borrélidm v hranicnej
koncentracii, v pracovnom riedeni

* Pozitivna kontrola (PK) — l'udské sérum s obsahom protilatok proti borrélidm,
v pracovnom riedeni

* Konjungadt — zvieraci imunoglobulin proti Tludskym IgG/IgM oznaceny
peroxiddzou, v pracovnom riedeni

* Roztok na riedenie vzoriek — pufor so stabilizdtormi bielkovin

* TMB — Complete — jednozloZkovy chromogénny substratovy roztok s obsahom
TMB a H,0»

* Premyvaci roztok (20x koncentrovany) — koncentrovany pufor

» Zastavovaci roztok — obsahuje 1mol/l kyselinu sirovii
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Potrebné laboratorne pomdcky
* diagnosticka suprava EIA Borrelia recombinant IgG/IgM (192)
* jedno- a viackanalové pipety na 10 — 1000 pl a Spicky pre jednordzové pouzitie
* sktimavky na riedenie vzoriek
* premyvacie zariadenie
» stopky
* termostat na 37°C

» fotometer pre mikrotitracné dosticky (ELISA reader)

Priprava pracovnych roztokov a vzoriek

Premyvaci roztok
Koncentrovany premyvaci roztok riedime v pomere 1+19, ostatné reagencie

su uz v pracovnom riedeni.

Priprava vzoriek

Pre stanovenie Specifickych protilatok zo séra a plazmy je potrebné vzorky
dokladne premiesat. Nasledne sa riedia: 1+100 riediacim roztokom vzoriek
(10 pl vzorky + 1 ml riediaceho roztoku vzoriek).

Pri stanovenie hladiny Specifickych protilatok zo vzoriek mozgomiechového
moku (likvoru) plati: Po dokladnom premiesSani sa likvor riedi 1+1 riediacim roztokom
vzoriek (110 pl likvoru + 110 pl riediaceho roztoku vzoriek ).

Vzorky synovialnej tekutiny sa po dokladnom premieSani riedia 1+20 a 1+40
riediacim roztokom vzoriek (20 ul tekutiny a 400 pl riediaceho roztoku vzoriek
a 10 pl tekutiny a 400 pl riediaceho roztoku vzoriek).

Uvedené postupy platia pre obe diagnostické supravy, teda pre stanovenie IgG

aj IgM protilatok.
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2.2.3 Pracovny postup

Pred zaciatkom analyzy sme vSetky reagencie nechali vytemperovat

na laboratdrnu teplotu a dokladne premiesali.

Kontroly a riedené vzorky sme davkovali v objeme 100 pl nasledovne:
* prvajamka (A1) ostane prazdna (blank)
* | jamka Negativna kontrola
e 2 jamky CUT OFF
e | jamka Pozitivna kontrola

* jednotlivé vzorky

Nasledne sme dosticku prekryli vieckom a inkubovali 30 minut pri teplote 37°C.
Po uplynuti inkubacnej doby sme obsah jamiek odsali a 4x preplachli pracovnym
premyvacim roztokom. Zvysky roztoku sme dokladne vyklepali do savého materialu.

Do vSetkych jamiek okrem Al sme pipetovali 100 pl konjungatu a opat
inukubovali 30 min pri teplote 37°C. Nasledne sme 5x premyli jamky pracovnym
premyvacim roztokom.

Do vSetkych jamiek sme v d’alSom kroku davkovali 100 pl jednozlozkového
substratu TMB — Complete a dosticku inkubovali 15 min v tme.

Reakciu sme zastavili pridanim 100 ul zastavovacieho roztoku v rovnakom
poradi a intervaloch ako bol davkovany substrat.

Do 30 min po zastaveni reakcie sme zmerali intenzitu zafarbenia roztokov

pomocou fotometra pri vinovej dizke 450 nm oproti blanku (A1).

2.2.4 Validita testu a interpretacia vysledkov

A) Platnost’ testu pri stanoveni hladiny Specifickych protilatok v triede IgG

Test platny v pripade, Ze:
1. Absorbancia blanku je nizsia ako 0,150.
2. Absorbancia Negativnej kontroly je nizSia nez polovica priemeru absorbancie CUT

OFF
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NK< Priemerna absorb;mczaC UT —OFF

3. Priemerna absorbancia CUT OFF je v rozmedzi 0,180 — 0,700:

0,180 < priemerna absorbancia CUT OFF < 0,700
4. Absorbancia Pozitivnej kontroly je vicSia nez dvojnasobok priemernej absorbancie
CUT OFF:

PK > 2x priemerna absorbancia CUT OFF

B) Interpretdacia vysledkov pri stanoveni hladiny Specifickych protildatok v triede IgG

Vysledky vySetrenia séra, plazmy, synovidlnej tekutiny a mozgomiechového
moku sa udavaju v indexoch pozitivity.
INDEX POZITIVITY (IP) sa vypocita ako podiel absorbancie testovanej vzorky

a priemernej absorbancie CUT OFF nameranej v rovnakej sérii vySetreni:

_ Absorbanciaséra,plazmy,likvoru,synovidlnejtekutiny

IP
PriemernaabsorbanciaCUT —OFF

Tabulka 1: Interpretacia vysledkov vySetrenia sér, plaziem a likvorov (IgG)

Index Pozitivity (IP) Hodnotenie
Mensi nez 0,9 negativne
09azl1,1 hrani¢né
Vicsinez 1,1 pozitivne

Vzorky s hrani¢nou hodnotou (IP 0,9 — 1,1) je potrebné vysetrit’ opét’ z nového

odberu za 3 — 6 tyzdiov.
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Tabul'ka 2: Interpretacia vysledkov zalozena na porovnani IP nameranych pri dvoch

roznych riedeniach vzorky (IgG)

Riedenie vzorky Riedenie vzorky
Celkové
Vzorka 1+20 1+40
hodnotenie
P 1P

Vzorka A Mensi nez 1,0 Mensi nez 1,0 negativne
Vzorka B Viacsinez 1,0 Mensi nez 1,0 hrani¢né
Vzorka C Viacsinez 1,0 Viacsinez 1,0 pozitivne

C) Platnost’ testu pri stanoveni hladiny Specifickych protilatok v triede IgM

Test je platny v pripade, Ze:
1. Absorbancia blanku je nizsia ako 0,150.
2. Absorbancia Negativnej kontroly je nizSia nez polovica priemeru absorbancie CUT

OFF

- Priemerna absorbanciaCUT — OFF

NK
2

3. Priemerna absorbancia CUT OFF je v rozmedzi 0,250 — 0,900:
0,250 < priemerna absorbancia CUT OFF < 0,900
4. Absorbancia Pozitivnej kontroly je vdcSia nez dvojnasobok priemernej absorbancie

CUT OFF:
PK > 2x priemerna absorbancia CUT OFF

D) Interpretacia vysledkov pri stanoveni hladiny Specifickych protilatok v triede IgM

Vysledky vySetrenia séra, plazmy, synovidlnej tekutiny a mozgomiechového
moku sa udavaju v indexoch pozitivity.
INDEX POZITIVITY (IP) sa vypocita ako podiel absorbancie testovanej vzorky

a priemernej absprbancie CUT OFF nameranej v rovnakej sérii vySetreni:

_ Absorbancia séra,plazmy,likvoru,synovidlnej tekutiny

[P
PriemernaabsorbanciaCUT — OFF
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Tabul’ka 3: Interpretacia vysledkov vysetrenia sér, plaziem a likvorov (IgM)

Index Pozitivity (IP) Hodnotenie
Mensi nez 0,9 negativne
09azl1,1 hrani¢né
Vicsinez 1,1 pozitivne

Vzorky s hrani¢nou hodnotou (IP 0,9 — 1,1) je potrebné vysetrit’ opét’ z nového

odberu za 3 — 6 tyzdiov.

Tabul’ka 4: Interpretacia vysledkov zaloZena na porovnani IP nameranych pri dvoch

roznych riedeniach vzorky (IgM)

Riedenie vzorky Riedenie vzorky
Celkové
Vzorka 1+20 1+40
hodnotenie
P 1P

Vzorka A Mensi nez 1,0 Mensi nez 1,0 negativne
Vzorka B Viacsinez 1,0 Mensi nez 1,0 hrani¢né
Vzorka C Viacsinez 1,0 Viacsinez 1,0 pozitivne

Vsetky informécie o pouzivanej metéde ELISA sme ziskali z prilozené¢ho

pribalového letdku v diagnostickej suprave [35].

2.3 Detekcia DNA borrélii pomocou real-time PCR

DNA borrélii sme izolovali pomocou izolacnych koloniek supravy QIAamp
DNA Mini Kit (QIAGEN, Roche, Czech Republic).

Detekciu borréliovej DNA sme uskutocnili pomocou real-time PCR. Vzhl'adom
na moznost’ inhibicie PCR reakcie, resp. DNA polymerazy, je potrebné v ramci
dodrzania spravnej vnutornej kontroly kvality (VKK) pouzivat’ tzv. inhibi¢n kontrolu
(IC), ktora umoziuje zamedzit’ vydavaniu faloSne negativnych vysledkov.

Analyzu pritomnosti DNA patogénnych borrélii multiplex real-time PCR
metédou sme realizovali na pristroji RotorGene 3000 (Corbett Research) so sucasnou
amplifikédciou IC z oblasti 'udského HLA-DQ génu v jednej skimavke.

Sekvencie primerov a hydrolytické sondy Specifické pre Borrelia burgdorferi
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sensu lato boli vybrané z oblasti flagelinového génu. Sonda je oznacena fluorescenénym
reportérom FAM (6-karboxyfluorescein) a nefluorescencnym zhaSatom BHQ (Black
Hole Quencher).

Sekvencia primerov a hydrolytickej sondy pre IC z oblasti 'udského HLA-DQ
génu bola vybrana zo skor publikovanej prace. Sonda pre inhibi¢nil kontrolu je znacena

inym fluoroforom (HEX - hexachloro-fluorescein) a zhdSacom je opdt’ BHQ.

Optimalne zloZenie reak¢nej zmesi pre analyzu:
* TagMan Universal Master Mix (2-krat, Applied Biosystems),
* forward primer FLA F1A, reverse primer FlaR1,
» sonda pre borrélie a primery HLA-DQ F a HLA-DQ R,
* sonda HLA-DQ HEX pre inhibi¢nu kontrolu,
* DNA vzorka 5 pl a 'udska DNA 0,5 pl.

Reakcia vyuziva univerzalny teplotny profil: 50 °C 2 min., 95 °C 10 min. 55 cyklov
s teplotnymi krokmi 95 °C 15 s a 60 °C 1 min., kedy dochadza k snimaniu fluorescencie
detekénym kandlom FAM (dokaz DNA borrélii pri 530 nm) a 4,5-dichloro-dimethoxy-
fluorescein - JOE (inhibi¢na kontrola pri 555 nm) [36].

Material potrebny pre uskuto¢nenie real-time PCR analyzy:
e Laminarny box
* Nitrylové rukavice
*  Ochranny plast
* Mikropipety pre rézne objemy
«  Spicky na mikropipety pre rozne objemy
* Ependorfky
» Sterilné skamavky
* Izola¢ny kit QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Roche, Czech Republic)
* Vyhrievany blok na 56 °C
» Kapilary po real-time PCR analyzu
* RotorGene 3000 (Corbett Research)
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3 VYSLEDKY

3.1 Suhrnné vysledky vySetreni metodou ELISA a PCR u Zien

V nasledujtcej tabulke ¢.5 st prehl'adne uvedené stthrnné vysledky vySetreni

ELISA a PCR u zien a druh biologického materialu, z ktorého bola vykonana analyza.

Tabulka 5: Vysledky vySetrenia metédou ELISA a PCR u Zien

Cislo VySetrovany material Vysledky vySetreni

pacienta | vek

v stibore PCR ELISA PCR ELISA IgG | ELISA IgM
1 87 | nezraz. krv serum negativne negativne negativne
2 87 sérum sérum negativne | negativne negativne
3 85 sérum sérum negativne | negativne negativne
4 82 likvor sérum negativne | negativne negativne
5 82 sérum sérum negativne | negativne negativne
6 82 likvor likvor negativne hranicné negativne
7 80 likvor likvor negativne | negativne negativne
8 79 sérum sérum negativne hranicné negativne
9 78 serum serum negativne pozitivne negativne
10 77 sérum sérum negativne | negativne negativne
11 77 sérum sérum negativne hranicné negativne
12 76 likvor likvor negativne | negativne negativne
13 76 sérum sérum negativne | pozitivne negativne
14 76 serum serum negativne pozitivne negativne
15 74 likvor sérum negativne | pozitivne negativne
16 72 likvor sérum negativne | negativne hranicné
17 72 likvor likvor negativne | negativne negativne
18 70 likvor likvor negativne | pozitivne negativne
19 69 likvor likvor negativne | negativne negativne
20 66 sérum sérum negativne | negativne negativne
21 65 sérum sérum negativne | negativne negativne
22 65 serum serum negativne pozitivne negativne
23 64 sérum sérum negativne | negativne negativne
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24 63 sérum sérum negativne | negativne negativne
25 62 sérum sérum negativne | negativne negativne
26 60 likvor likvor negativne | pozitivne negativne
27 60 sérum sérum negativne | negativne hranicné
28 45 sérum sérum negativne | negativne negativne
29 43 sérum sérum negativne hranicné negativne
30 41 likvor likvor negativne hranicné negativne
31 41 sérum sérum negativne | negativne negativne
32 40 sérum sérum negativne | negativne pozitivne
33 38 sérum sérum negativne | negativne negativne
34 36 sérum sérum negativne | negativne negativne
35 35 sérum sérum negativne | pozitivne hranicné
36 34 sérum sérum negativne | negativne negativne
37 33 likvor likvor negativne | negativne negativne
38 33 sérum sérum negativne negativne negativne
39 31 sérum sérum negativne | negativne negativne
40 30 likvor likvor negativne | negativne negativne
41 30 sérum sérum negativne | pozitivne negativne
42 29 sérum sérum negativne | negativne negativne
43 26 likvor sérum negativne | negativne negativne
44 26 sérum sérum negativne hranicné negativne
45 25 serum serum negativne negativne negativne
46 15 likvor sérum negativne | negativne negativne
47 14 sérum sérum negativne | negativne negativne
48 13 sérum sérum negativne | negativne pozitivne
49 13 sérum sérum negativne | negativne negativne
50 12 sérum likvor negativne | pozitivne negativne
51 12 sérum sérum negativne | negativne negativne
52 11 likvor sérum negativne | negativne negativne
53 10 serum serum negativne negativne negativne
54 10 sérum sérum negativne negativne negativne
55 10 sérum sérum negativne | negativne negativne
56 9 sérum sérum negativne | pozitivne negativne
57 7 sérum sérum negativne | pozitivne negativne
58 6 sérum sérum negativne | negativne negativne
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3.1.1 Vysledky vySetreni IgG a IgM protilatok metédou ELISA u Zien

Stanovenie pritomnosti a hladiny protilatok v triede IgG a IgM proti
B. burgdorferi sensu lato bolo pomocou ELISA testu vykonané¢ na 58 vzorkach
biologického materialu odobraného od zenskej ¢asti suboru pacientov. Ako vysetrovany

materidl prevazuje sérum, d’alSim bol likvor.

A) Vysledky vySetrenia IgG protilatok metodou ELISA u Zien

Pri detekcii hladiny IgG protilatok bolo zaznamenanych 12 pozitivnych
(9 zo séra a 3 z likvoru) a 6 hrani¢nych vysledkov (vid’ tabul’ka 6).

Tabul’ka 6: VySetrenie materialu metdédou ELISA IgG u Zien

Material Pocet (%) Pozitivne (%) | Hrani¢né (%) Negativne (%)
Sérum 47 (81,03) 9 (19,15) 4 (8,51) 34 (72,34)
Likvor 11 (18,97) 3(27,27) 2 (18,18) 6 (54,55)
Celkom 58 (100) 12 (20,69) 6 (10,34) 40 (68,97)

B) Vysledky vySetrenia IgM protilatok metéodou ELISA u Zien

Ako je uvedené v tabulke ¢.7, detekcia IgM protilatok ukazala len 2 pozitivne
a 3 hrani¢né vysledky, z toho vsSetky zo séra. Vyse 90 % vysledkov bolo vyhodnotenych

ako negativne.

Tabul'ka 7: VySetrenie materialu metodou ELISA IgM u Zien

Material Pocet (%) Pozitivne (%) Hrani¢né (%) Negativne (%)
Sérum 47 (81,03) 2 (4,26) 3(6,38) 42 (89,36)
Likvor 11 (18,97) 0 (0) 0 (0) 11 (100,0)
Celkom 58 (100) 2 (3,45) 3(5,17) 53 (91,38)
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3.1.2 Vysledky PCR vySetrenia u Zien

Na zistenie pritomnosti DNA B. burgdorferi sensu lato bolo metodou PCR

vySetrenych 58 vzoriek odobratych od zien. Prevazni cCast materialu urcené¢ho

na vySetrenie tvorilo sérum a takmer jednu tretinu tvoril likvor. Pozitivny vysledok

nebol zaznamenany ani v jednom z 58 vySetreni (vid’ tabul’ka €. 8).

Tabulka 8: VySetrenie materialu metdédou PCR u Zien

Material Pocet (%) Pozitivne (%) Negativne(%)
Sérum 41 (70,69) 0 (0) 41 (70,69)
Likvor 16 (27,59) 0 (0) 16 (27,59)
Nezrazanliva krv 1(1,72) 0(0) 1(1,72)
Celkom 58 (100) 0(0) 58 (100)

3.2 Suhrnné vysledky vySetreni metédou ELISA a PCR

u muzZov

1%

Tabul'ka €. 9 prehladne uvadza vysledky vySetreni ELISA a PCR u muZov

a taktiez druh biologického materialu, z ktorého boli vykonané jednotlivé analyzy.

Tabulka 9: Vysledky vysetrenia metoédou ELISA a PCR u muzov

Cislo VySetrovany material Vysledky
pacienta | vek
v stibore PCR ELISA PCR ELISA IgG | ELISA IgM
1 88 punktat sérum negativne | pozitivne hranicné
2 87 likvor likvor negativne | hranicné negativne
3 84 sérum sérum negativne | negativne negativne
4 84 likvor likvor negativne | negativne negativne
5 84 likvor likvor negativne | negativne negativne
6 83 tkanivo sérum negativne | negativne negativne
7 83 likvor likvor negativne | negativne negativne
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82 likvor likvor negativne | negativne negativne

81 likvor sérum negativne |negativne negativne
10 78 likvor sérum negativne | negativne negativne
11 77 likvor likvor negativne | negativne negativne
12 77 likvor sérum negativne | negativne negativne
13 77 sérum serum negativne | negativne negativne
14 76 sérum sérum negativne | negativne hranicné
15 73 sérum sérum negativne | negativne negativne
16 72 likvor likvor negativne | pozitivne negativne
17 71 likvor likvor negativne |negativne negativne
18 70 likvor likvor negativne | negativne negativne
19 68 sérum sérum negativne | negativne negativne
20 67 likvor sérum negativne | pozitivne negativne
21 66 sérum sérum negativne | hranicné negativne
22 66 likvor likvor negativne | negativne negativne
23 65 sérum sérum negativne | negativne negativne
24 64 sérum sérum negativne | negativne negativne
25 61 sérum sérum pozitivne |negativne negativne
26 60 sérum sérum negativne | pozitivne hranicné
27 44 nezraz. krv |sérum negativne | negativne negativne
28 43 likvor sérum negativne | negativne negativne
29 42 likvor likvor negativne | negativne negativne
30 40 sérum sérum negativne | negativne negativne
31 35 sérum sérum negativne | negativne negativne
32 34 sérum sérum negativne | pozitivne hrani¢né
33 34 sérum sérum negativne |negativne negativne
34 30 sérum sérum negativne | negativne negativne
35 29 sérum sérum negativne | hranicné negativne
36 28 sérum sérum negativne | negativne negativne
37 28 likvor likvor negativne | pozitivne hranicné
38 27 likvor likvor negativne | negativne negativne
39 27 likvor sérum negativne | pozitivne pozitivne
40 26 sérum sérum negativne | negativne negativne
41 26 sérum sérum negativne |negativne pozitivne
42 25 likvor likvor negativne | negativne negativne
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43 25 sérum sérum negativne | pozitivne pozitivne
44 15 sérum sérum negativne |negativne negativne
45 14 sérum sérum negativne | negativne negativne
46 13 sérum sérum negativne | negativne negativne
47 13 sérum sérum negativne | pozitivne hranicné

48 11 likvor sérum negativne | pozitivne negativne
49 9 likvor sérum negativne | pozitivne negativne
50 9 sérum sérum negativne | pozitivne pozitivne
51 8 sérum sérum negativne | negativne negativne
52 7 sérum sérum negativne |negativne negativne
53 6 sérum sérum negativne | negativne pozitivne
54 5 sérum sérum negativne | pozitivne negativne
55 5 likvor sérum negativne | pozitivne negativne

3.2.1 Vysledky vySetreni IgG alIgM protilatok metédou ELISA

u muzov

ELISA test na zistenie pritomnosti a hladiny protilatok proti B. burgdorferi sensu
lato v triede IgG a IgM bol vykonany v pripade vsetkych 55 vzoriek odobratych

od pacientov muzského pohlavia. Materidlom na vySetrenie bolo prevazne sérum,

mensiu skupinu tvorili vzorky likvoru.

A) Vysledky vySetrenia IgG protilatok metodou ELISA u muZov

Detekciou hladiny IgG protilatok bolo identifikovanych celkovo 14 pozitivnych
vysledkov (12 zo séra a 2 z likvoru) a 3 vysledky hrani¢né. Ostatné vzorky boli

vyhodnotené ako negativne (vid’ tabul’ka 10).

Tabul’ka 10: VySetrenie materidlu metddou ELISA IgG u muzov

Material | Pocet (%) Pozitivne (%) Hrani¢né (%) Negativne (%)
Sérum 41 (74,55) 12 (29,27) 2 (4,88) 27 (65,85)
Likvor 14 (25,45) 2 (14,29) 1(7,14) 11 (78,57)
Celkom 55 (100) 14 (25,45) 3 (5,45) 38 (69,1)
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B) Vysledky vySetrenia IgM protildatok metédou ELISA u muzov

Ako je uvedené v tabulke ¢. 11, pri detekcii IgM protilatok bolo zistenych
len 5 pozitivnych vysledkov, z toho vsetky zo séra a 6 vysledkov bolo hrani¢nych.
V prevaznej vicSine vySetrovanych vzoriek bola teda hladina IgM protilatok uréena ako

negativna.

Tabul’ka 11: VySetrenie materialu metédou ELISA IgM u muzov

Material | Pocet (%) Pozitivne (%) Hrani¢né (%) Negativne (%)
Sérum 41 (74,55) 5(12,2) 5(12,2) 31 (75,61)
Likvor 14 (25,45) 0 (0) 1(7,14) 13 (92,86)
Celkom 55 (100) 59,09 6 (10,91) 44 (80)

3.2.2 Vysledky PCR vySetrenia u muzov

Metddou PCR na zistenie pritomnosti DNA B. burgdorferi sensu lato bolo
vySetrenych 55 vzoriek od muzskych pacientov, ako uvadza tabulka ¢. 12. Najviac

materidlu na vySetrenie predstavovalo sérum, d’alSiu velku skupinu tvorili vzorky

likvoru. Pozitivny vysledok analyzy bol dosiahnuty len v jedinom pripade.

Tabulka 12: VySetrenie materidlu metédou PCR u muzov

Material Pocet (%) Pozitivne (%) Negativne (%)
Sérum 29 (52,73) 1 (3,45) 28 (96,55)
Likvor 23 (41,82) 0(0) 23 (100)
Nezrazanliva krv 1(1,82) 0(0) 1 (100)
Punktat 1(1,82) 0(0) 1 (100)
Tkanivo 1(1,82) 0(0) 1 (100)
Celkom 55 (100) 1(1,82) 54 (98,18)
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4 DISKUSIA A ZAVER

V mojej diplomovej praci sme sa zamerali na moznosti diagnostiky lymeskej
borrelidzy pomocou serologickej metody ELISA a metédy PCR. Kazdd metdda
je zaloZena na inom principe detekcie infekcie v organizme. PCR je priamou metddou,
ktora dokazuje pritomnost’ infekéného agens prostrednictvom ddkazu DNA borrélie.
ELISA je metdodou nepriamou, ktora hodnoti protilaitkovii odpoved organizmu
na pritomnost’ patogéna.

Na analyzu boli pouzité anonymizované vzorky pacientov, v ELISA metode
predovsetkym sérum a likvor. V PCR diagnostike to boli aj vzorky nezrazanlivej krvi,

punktaty a tkanivo.

V pripade diagnostiky borréliovej DNA pomocou PCR metody (real-time PCR)
bol v nasej analyze zaznamenany len jediny pozitivny vysledok. Odborna literatira v§ak

uvadza, ze zachyt DNA borrelii v klinickych vzorkéch je vo vSeobecnosti vel'mi nizky.

V USA bola uskuto¢nena studia zamerana na stanovenie Specifického génu recA
B. burgdorferi sensu stricto v klinickych vzorkach pacientov s lymeskou borreliézou
pomocou real-time qPCR. Detekcia DNA patogénnych borrélii zaznamenala pozitivitu
v pripade 40 (80 %) koznych biopsii od 50 nelieCenych pacientov s erythema migrans
[17].

V dalSej odbornej praci bol detekovany fla gén kodujlci flagelinovy protein
B. burgdorferi sensu lato za pouzitia TagMan proby. Pozitivny vysledok bol detekovany
v 5z 28 (17,9 %) vzorkach synovidlnej tekutiny a 1 z 5 (20 %) biopsii synovialnej
membrany ziskanych od 31 pacientov s artropatiami. Z 56 CSF vzoriek, ziskanych
od 54 pacientov s podozrenim na neuroborelidzu, bol len 1 (1,8 %) pozitivny pomocou

real-time PCR [17].

V odbornej publikacii americkych autorov bola DNA B. burgdorferi sensu lato
detekovana pomocou PCR vo vzorkach krvi odobratych od pacientov s erythema
migrans a skorym diseminovanym S$tadiom (neuroboreliéza, karditida). Pozitivne
vysledky dokazu borréliovej DNA u pacientov s erythema migrans boli zaznamenané

vo vzorkach plazmy len v 14 pripadoch zo 76 (18 %) [17, 37].
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V inej stadii boli od pacientov s klinickymi prejavmi lymeskej borrelidozy
odobrat¢ vzorky vendznej krvi, ktoré boli nasledne podrobené Standardnému
serologickému dvojkrokovému testovaniu, a taktiez analyzované pouzitim nested PCR
pre B. burgdorferi sensu lato 16S ribosomal DNA. PCR amplikén bol sekvenovany
pre potvrdenie genomickej DNA B. burgdorferi [38]. Testovanych bolo 130 pacientov,
ktori navstivili pohotovost’ a 333 pacientov odoslanych od praktickych lekarov. Celkom
5,4 % pacientov z pohotovosti vykazovalo na zdklade DNA analyzy pritomnost
spirochetémie, avsak ani jeden (0 %) z pacientov od praktickych lekdrov nebol DNA
pozitivny. Vel'mi zaujimavé je, ze v serologickom testovani bolo pozitivnych 8,4 %

pacientov od praktickych lekérov, ale len 1,5 % pacientov z pohotovosti [38].

Nested PCR a nasledné DNA sekvenovanie predstavuje vel'mi uZitocny doplnok
Standardného dvojkrokového serologického testovania v diagnostike lymeskej
borrelidzy vo faze spirochetémie. Jej zachytenie je zrejme najpravdepodobnejsie vtedy,
ak sa u pacienta, ktory sa vyskytoval v endemickej oblasti lymeskej borrelidzy, vyvinu
neSpecifické alebo Specifické klinické manifestacie ochorenia [38].

Dévodom nizkeho zachytu borrélii z krvi méze byt hlavne docasna
spirochetémia, ktora stazuje izolaciu borrélii z krvného obehu, pretoZze zachytenie
ich aktudlnej pritomnosti v tejto biologickej tekutine je vel'mi narocné. Svoju tlohu
zohrava aj mozna pritomnost’ PCR inhibitorov [17] a pripadna interferencia hostitel'skej

DNA s borréliovou.

Ovela vyssiu senzitivitu vykazuje PCR detekcia borréliove] DNA z 1ézii
erythema migrans, pohybuje sa v rozsahu 36-88 % [3, 21, 32].

Senzitivita PCR detekcie v koznych biopsidch acrodermatitis chronica
atrophicans je pravdepodobne zéavisla na vybranej ciel'ovej sekvencii.

V odbornej préaci holandskych autorov, ktori k detekcii borréliovej DNA pouzili
nested PCR s cielovym génom ospA4, bolo pozitivnych 15 z 24 (63 %) koznych biopsii
acrodermatitis chronica atrophicans, len u 10 z tychto vzoriek (42 %) bol zaznamenany
pozitivny vysledok detekcie pri vyuziti fragmentu 5S-23S rRNA ako cielovej
sekvencie. Zavislost' vysledku vySetrenia na vybranej sekvencii potvrdzuje aj mala
Stidia z Nemecka. Pri detekcii s pouZitim cielovej sekvencie génu p66 boli pozitivni

4 z 5 pacientov s acrodermatitis chronica atrophicans, oproti 2 z 5 ak bol pouzity gén

68



23S rRNA [17].

Diagnosticka senzitivita PCR analyzy CSF pri véasnej neuroborelioze
je v priemere 10-30 % [3, 25, 32]. V S§tadiu neskorej neuroboreliozy je senzitivita PCR
extrémne nizka. Vo vSeobecnosti ma PCR analyza CSF nizku senzitivitu, ale méze byt
pouzitd vo vel'mi skorom Staddiu neuroborelidozy s negativnym protilatkovym indexom
alebo u pacientov s imunodeficitom [25].

B. burgdorferi sensu lato bola detekovand pomocou PCR v CSF u pacientov
s rozlicnym spektrom neurologickych symptémov v Spojenych Stdtoch a v Eurdpe.
Senzitivita vySetreni v USA sa v priemere pohybovala okolo 73 % a v Eurdpe 23 %.
Chybanie ,,zlat¢ho Standardu“ metody, ktory by podporil diagnézu neuroboreliozy,
stazuje posudenie vykonnosti PCR analyzy CSF [17].

Senzitivita PCR detekcie B. burgdorferi sensu lato DNA vo vzorkdch CSF moze
zavisiet’ aj od klinickych prejavov, poc¢tu bielych krviniek v CSF, trvani choroby
a podanej ATB terapii. V stadii v USA uskuto¢nenej u 60 pacientov s neuroboreliézou
(16 skord, 44 neskora) bola citlivost PCR v CSF 38 % v skorom $§tadiu a 25 %
v neskorom $tadiu.

Vo Svédskej stadii bol dokaz DNA B. burgdorferi sensu lato pozitivny len
u pacientov s pleocytézou v CSF. Ani u jedného z 29 pacientov s klinickymi prejavmi
lymeskej borrelidzy, ale bez pritomnosti pleocytdzy, nebol vysledok PCR analyzy CSF
pozitivny. [17]

V dalSej odbornej sprave bolo zistené, ze u 7 zo 14 (50 %) pacientov
s neuroboreliozou v Nemecku s trvanim ochorenia krat§im ako 2 tyzdne bol zisteny
pozitivny vysledok PCR, v porovnani s len 2 zo 16 (13 %) pacientov, u ktorych choroba
trvala dlhsie ako 2 tyzdne [17, 32].

Vysoku citlivost’” vykazuje PCR detekcia DNA B. burgdorferi sensu lato
zo vzoriek synovialnej tekutiny a synovialnych tkaniv (50-70 %), predovSetkym
od nelieenych pacientov. Najlepsie vysledky su ziskané prave zo synovialnych tkaniv,

nie z tekutiny [3, 17, 21, 24, 32].

Stidia uskuto¢nena v USA zistila, Ze u pacientov, ktori dostali ATB terapiu bol

stupeit PCR pozitivity nizs$i. Naopak, u 96 % nelieCenych, alebo len kratko lie¢enych
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pacientov bola zaznamenana PCR pozitivita vzoriek synovidlnej tekutiny. V tejto Studii
boli pouzité¢ 4 primery, tri amplifikujice DNA sekvencie kodujuce OspA a jeden
zamerany na Cast’ génu kodujicu 16S rRNA. Vysledky ukazuju, ze Gspesnost’ detekcie
zo vzoriek synovialnej tekutiny zavisi od dizky trvania ATB terapie a na pouzitych

Specifickych primeroch [17].

Uspesnost’ PCR detekcie je zavisla od vel’kého mnozZstva faktorov, ako st odber
a spracovanie vzoriek, moznost ich kontaminicie pocCas tohto procesu, druh
biologického materidlu, z ktorého pritomnost’ borrélii zistujeme, vyber samotnej
metody amplifikacie (Standardnd PCR, nested PCR, real-time PCR), wvyber cielovej
sekvencie, interferencia s DNA hostitel'a ¢i pritomnost’ inhibitorov. Ddlezita tlohu
zohrava aj doba odberu vzorky a s tym spojena pravdepodobnost’, ¢i borrélie v danom
biologickom materiali naozaj zachytime. Dal§im dolezitym faktorom ovplyviujiicim
vysledok je podanie antibiotik, ktoré moznost’ zachytu patogéna vyrazne znizujua.

Takmer 100% negativita PCR vzoriek v naSej analyze je teda pravdepodobne
odrazom naro¢nosti detekcie borrélii molekularnymi metdédami. Prevaznu vacSinu
vySetrovaného materidlu tvorilo sérum, a ako uz bolo povedané, detekcia borréliovej

DNA z krvi je jednou z najmenej uspesnych.

Prostrednictvom ELISA metddy sme testovali vzorky sér a likvorov
na pritomnost’ protilatok v triede IgG a IgM. Pouzité boli diagnostické supravy EIA
Borrelia recombinant 1gG/IgM (192). Zhodnotenie ukazalo, Ze pozitivita v triede IgG
u muzov bola 25,45 % a u zien 20,69 %. V triede IgM to bolo u muzov 9,09 % a u Zien
3,45 %.

Vysledky naSej analyzy ukazali vys$s$i vyskyt pozitivnych hladin protilatok
u muzov, ako u zien. Toto zistenie vSak nekoreluje s informéciami v odbornej literattre,
ktora uvadza cCastejSi vyskyt u zien (muzi/Zzeny 1:1,7) [1, 2]. Tento rozdiel je mozné
vysvetlit’ tym, Ze nasi pacienti boli vybrani ndhodne a v porovnani s velkymi Stadiami
sme v mojej diplomovej praci pracovali s relativne malym poctom pacientov — 113.

Taktiez bola zaznamenana vysSia seropozitivita v triede IgG ako v triede IgM.
Tento rozdiel moze byt spdsobeny tym, ze IgM protilatky sa objavuju ako prvé a hoci
neskor zvyc€ajne klesaji, v zaciatkoch ochorenia nemusia byt u pacienta pritomné

priznaky, ktoré indikujii ochorenie. Az neskorSie zdravotné problémy prinutia pacienta
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vyhl'adat’ lekarsku pomoc, kedy uz hladiny IgM protildtok nemusia dosahovat pozitivne
hodnoty. Taktiez pri pritomnosti typickej 1€zie erythema migrans, ktora je jasnym
znakom lymeskej borreliozy v jej v€asnom Stadiu, a anamnestickych tudajoch, ktoré
sved¢ia pre moznost infekcie B. burgdorferi, nemusi byt vykonané serologické

vySetrenie.

Roézne stadie a odborna literatira uvadzaju ako sa protilatkova odpoved’ lisi
v jednotlivych S§tadidch lymeskej borreliozy. Hostitel'skd protilatkova odpoved
na pritomnost’ infekcie B. burgdorferi sa vyvija pomaly.

V obdobi vcasnej lokalizovanej infekcie (erythema migrans) byva seropozitivita
protilatok priblizne v 20-50 % pripadov, vo v€asnom diseminovanom §tadiu v 70-90 %,
v neskorom $tadiu (len v triede IgG, IgM nesliZi na diagnostiku pri neskorych Stadiach
ochorenia) sa blizi ku 100 % [3, 25, 32]. Len jedna tretina pacientov s erythema
migrans je 1gM alebo 1gG pozitivna. AvSak pritomnost’ typickej 1ézie erythema migrans
zvycajne postacuje na urcenie diagnozy. U zvySnych dvoch tretin seroreaktivita vzrasta
neskor (3-4 tyzdne) a je ovplyvnend rozsahom diseminécie ochorenia. Je vhodné urobit’
neskorsi odber 2-6 tyzdinov po ziskani prvej vzorky [18, 37]. IgM sa objavuju 2-4
tyzdne a IgG 3-6 tyzdiiov po nastupe erythema migrans a dosahuju vrchol v 6-8 tyzdni.

Titer IgG je vo vSeobecnosti nizky pocas prvych tyzdinov ochorenia [14, 39].

Pouzivané ELISA testy by mali byt aspon testy druhej generacie, ktoré boli
vylepSené v zmysle skrizenej reaktivity s inymi baktériami alebo pouZivaji
purifikované flagelové antigény. Neddvno boli Specifické rekombinantné antigény
(VISE) a syntetické peptidy (C6 peptid) uspesne pouzité v USA a v Eurdpe v stadii
na sérach pacientov s erythema migrans a acrodermatitis chronica atrophicans [32].

Aj ked’ v skorom lokalizovanom §tadiu je seropozitivita len u tretiny az polovice
pacientov, zvycCajne prevladaji IgM nad IgG. Vynimkou mo6ze byt imunitnd odpoved’
proti nedavno detekovanému VISE. U americkych pacientov s erythema migrans, 1gG
odpoved’ proti VISE je pozorovand skoér ako IgM odpoved (u akatneho erythema
migrans v 44 % oproti 19 %, u ustupujiceho erythema migrans v 59 % oproti 43 %).
U europskych pacientov s erythema migrans bola skord IgG odpoved proti VISE
pozorovand v 20 pripadoch z 23 (87 %), ktoré boli aj kultiva¢ne potvrdené. V principe,

pacienti so skorymi manifestaciami mozu byt seronegativni, hlavne v pripade kratkeho
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trvania symptémov. U pacientov s neuroborelidzou sa seropozitivita objavuje po 6 alebo
viac tyzdioch, a to takmer u 100 % pripadov. V pripadoch neskorého ochorenia
(acrodermatitis chronica atrophicans), su 1gG detekovatelné u vsetkych testovanych

pacientov [25, 32].

V Dansku bol vykonany prieskum, ktorého cielom bolo charakterizovat’ vyznam
testovania a klinické znaky pacientov, u ktorych sa zistovala hladina protilatok v sére
proti B. burgdorferi sensu lato. Do $tudie boli zaradeni pacienti z troch danskych krajov
(populacia 1,5 miliéna obyvatelov) [40]. VSetky tri laboratérid pouzivali rovnakua
komer¢ni metédu pre stanovenie hladin IgG a IgM protilatok v sére (IDEIA, Oxoid,
Cambridge, UK), ktora je zalozend na purifikovanom flagelovom antigéne z danskeho
kmena B. afzelii. Podla literatiry, diagnosticka senzitivita pre IgG/IgM je 36/48 %
u erythema migrans, 77/57 % u skorej neuroboreliozy a 100/12 % u acrodermatitis
chronica atrophicans [40]. Testovanych bolo celkom 4 664 pacientov. IgM a IgG
seropozitivita bola 9,2 % a 3,3 %. Silnym prediktivhym faktorom pre IgM pozitivitu bol
vek 0-15 rokov a podozrenie na erythema migrans, zatial €o pre podozrenie
na acrodermatitis chronica atrophicans bol prediktivny faktor IgG pozitivity.
Podozrenie na erythema migrans bolo popisané u 38 % pacientov, lymeska
atrtitida/diseminované ochorenie u 23 % a skord neuroboreliéza u 13 %. U 646
pacientov s prejavmi artritidy bolo podozrenie na lymesku borrelidzu, ale len 2,3 % boli
IgG pozitivni. V porovnani s celkovou seropozitivitou v populdcii tieto vysledky

ukazali, ze lymeska artritida je v Dansku vzéacna [40].

Vel'mi zaujimava bola holandskd sStadia, ktord ukazala Ze, spolahlivost
serologickych testov nie je dostato¢na. Porovnavanych bolo 8 komer¢ne dostupnych
ELISA metod a 5 imunoblotov. Metody mali vel'mi rozdielnu senzitivitu, Specifickost’
a slabti zhodu. ELISA metddy boli pozitivne v 34 — 59 % u pacientov s podozrenim
na lymesku borreliozu. Zaujimavy bol aj velmi slaby stlad medzi imunoblotmi,
ich znacne variabilna senzitivita a Specifickost’. Tym vznikaji pochybnosti vo vel'mi
obhajovanom dvojkrokovom testovani. Napriklad, Specifickd ELISA-imunoblot
kombindcia testov bola schopna potvrdit’ len 53 % pozitivnych vysledkov ELISA
od pacientov s podozrenim na lymesku borrelidzu, zatial’ ¢o iné imunobloty potvrdili

100 % ELISA vysledkov. Tieto zistenia len potvrdzuji, Ze vysledky serologického

72



testovanie su znacne zavislé na vybranych komer¢nych kitoch [41].

Na zaklade uvedenych zisteni mozno povedat, Ze sa vynara potreba vyvinut
testy, ktoré nebudil zalozené na serologii. AvSak napriek zhodnoteniu tychto
nedostatkov, mdze byt Casto pric¢inou nejasnych zaverov nie kvalita metod, ale len
nespravna interpretacia vysledkov lekdrom. Pri mnohych infekcidch totiz protilatky
pretrvavaju dlht dobu, aj po vylieCeni ochorenia. Pritomnost’ Specifickych protilatok
nedokazuje pritomnost’ choroby a pozitivny protilatkovy test moze byt aj v dosledku
klinickej alebo subklinickej infekcie v minulosti [32, 41].

Limitovana senzitivita a Specifickost’ indikujt, Ze serologické testy nemozu byt
samy o sebe pouzité na potvrdenie alebo rozhodnutie o diagndze lymeskej borreliozy.
Seroldgia moze skor zvysit' alebo znizit pravdepodobnost’ ochorenia v kontexte

klinickych symptomov a epidemiologickej anamnézy pacienta [25, 32, 39, 41].

Dolezitym faktorom pre interpretaciu laboratornych vysledkov pre diagnozu
lymeskej borreliozy je tzv. predtestova pravdepodobnost ochorenia. Je to odhad
pravdepodobnosti  lymeskej choroby, zaloZzeny na geografickej lokalizacii
a symptomoch pritomnych u pacienta. Ak je predtestova pravdepodobnost’ vysoka,
tak je vel'mi pravdepodobné, Ze negativny vysledok testu je faloSne negativnym. Vysoku
predtestovu pravdepodobnost’” maju napr. osoby zijuce v endemickej oblasti a osoby

s objektivnymi symptomami lymeskej borreliozy [39].

Na zaver mojej diplomovej prace by som chcela zdoraznit' skutocnost,
ze lymeska borrelioza je ochorenie s velmi zlozitou diagnostikou. Vysledky
laboratornych vySetreni Casto nemusia korelovat’ s klinickym obrazom u pacienta
a naopak. Je preto nutné¢ zvazit vsetky aspekty a az na zédklade ich starostlivého
posudenia mozno vyslovit’ verdikt o diagnoze.

Serologické aj molekularne metdody maju svoje vyhody aj obmedzenia.
To vSetko sa premieta do vyberu vhodnej diagnostickej metddy, ktord nésledne
pri spravnom prevedeni méze predstavovat’ uc¢inny diagnosticky nastroj. V laboratorne;j
diagnostike lymeskej borrelidzy je vSak stale ¢o zlepSovat. Veda smeruje dopredu vel'mi
rychlym tempom a preto je len otdzkou Casu, kedy sa do pozornosti dostani nové
vysoko Specifické antigény, cielové sekvencie génov a metddy ich detekcie, ktoré

posunt laboratérnu diagnostiku lymeskej borrelidzy opat’ vpred.
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