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SOUHRN

Prvni ¢ast bakalarské prace je vénovan zakladnim poznatkiim o plvodci
onemocnéni Lymeské boreliozy Borrelia burgdorferi sensu lato. Je stru¢né
popsana taxonomie spirochéty, epidemiologie, pfenaseci, patogeneze,
prevence, stadia onemocnéni a klinické pfiznaky, |léCba a morfologie.

Vétsi Cast je vénovana antigenim borelii z dlvodu jejich vyuziti pfi
laboratorni diagnostice. Je zde uveden také kompletni pfehled moZznosti
laboratorni diagnostiky Bb. Cast je vénovana fale$né pozitivité a moznostem
zkfizenych reakci pfi laboratorni diagnostice.

Druha ¢&ast bakalarské prace, experimentalni ¢ast, je vénovana
porovnani dvou vyrobcl ELISA souprav. Vysledky méfeni jsou uvedeny v
tabulkach experimentalni &asti a pro prehlednost znazornény graficky.

Zhodnoceni vysledku prace je uvedeno v diskuzi.



ABSTRACT

Forepart of bachelor work is concerned for knowledge basics about
invader of disorder Lyme disease Borrelia burgdorferi sensu lato. There is short
description of spirochete taxonomy, epidemiology, medium, pathogenesis,
prevention, disorder stages and clinical appearances, treatment and
morphology.

Bigger part is concerned for antigens borrelia because of importance for
laboratory diagnostic. There is described complete review of Bb. laboratory
diagnostic survey possibilities as well. Another part is concerned for false
positivity and for possibilities of crossed response at laboratory diagnostic.

Second part of bachelor work, experimental part, is concerned for
comparison of two ELISA kit producers. Metering results are in experimental
part mentioned in charts and for lucidity diagrammatized. Work results

estimation is mentioned in discussion paragraph.



CiL PRACE

Cilem této bakalafské prace je na zakladé samostatné vyhledané
literatury podat pfehled o onemocnéni lymeské borelidzy, taxonomickém fazeni,
prenasecich, patogenezi, prevenci, o stadiich a pfiznacich, IéEbé a morfologii
Borrelia burgdorferi. Vétsi Cast je vénovana antigenim borelii a jejich
laboratorni diagnostice.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na porovnani ELISA metody dvou
vyrobcl vzhledem ke konfirmaci Western blotem a statistické zhodnoceni

vysledkd.
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1.1 UvOD

Lymeskd boreli6za (LB) je
nejCastéjsi klistaty prenasené
onemocnéni, jehoz epidemiologicka,
klinicka, ale také socialni zavaznost v
Evropé, USA a v dalSich cCastech
svéta vyznamné stoupa. Protoze je
borelie  vyznamnym  patogenem
Clovéka i zvifat, byla v poslednich
letech vénovana stale  vetsi
pozornost zakladnim otazkam

biologie a ekologie plUvodce tohoto

onemocnéni v€etné molekulovych

. . obrazek 1. Kklisté rodu Ixodes
mechanismu  patogeneze s cilem (zdroj:http://www.fda.gov/consumer/updates/lymed

proniknout do podstaty interakci 'S€2s€062707.html#symptoms)
borelii s jejich pfenaseci i jejich definitivnimi hostiteli.

LB je klistaty pfenasené zanétlivé infekéni onemocnéni vyvolané bakterii
ze skupiny spirochét, zvanou Borrelia burgdorferi. PGvodné se onemocnéni
oznaCovalo jako ,ymeska artritida“ (. zanét kloubl) a jako infekéni
onemocnéni byla poznana v roce 1975 po epidemiologickém vySetfeni nékolika
sdruzenych pfipadu kloubniho zanétu u pacientd v mésté Lyme ve staté
Connecticut v USA. Spole¢nym znakem téchto pfipadl bylo hmyzi kousnuti.
Poté byl z klistéte rodu Ixodes izolovan puvodce nakazy. Studie ukazaly, ze se
v USA onemocnéni vyskytovalo endemicky (tj. v urCitych oblastech trvale) jiz
v roce 1962. Pfiznaky onemocnéni byly znamy v Evropé jiz v prvnim desetileti
20. stoleti.

Lymeska boreliéza byla prokazana ve 43 zemich svéta a na vSech
kontinentech mimo Antarktidu a Jizni Ameriku. V Evropé a USA je LB

nejCastéjSi infekci prenasenou Kklistaty a je dnes povaZzovana za
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1.2 SPIROCHETA — TAXONOMICKE RAZENI

Na zakladé morfologickych a biologickych vlastnosti je Borrelia

burgdorferi sensu lato (Bbsl) taxonomicky fazena:

= fiSe: Procaryotae

» doména: bakterie

»= kmen: spirochéty

= tfida: Spirochaetes

» fad: Spirochaetales

= Celed: Spirochaetaceae
* rod: Borrelia

obrazek 2. Spirochéta - Borrelia burgdorferi (zdroj:
http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/ency/imagepag
es/1427.htm)

V Celedi Spirochaetaceae je zafazeno kolem 30 druh( rodu Borrelia.

Zvlastni skupinu tohoto rodu tvofi Borrelia burgdorferi sensu lato (tj. Borrelia
burgdorferi v SirSim slova smyslu). Jedna se o skupinu 11 pfibuznych
genomospecies Borrelia burgdorferi, které se navzajem liSi antigenni strukturou
a patogennim vlivem.

Podle sekven&niho uspofadani chromozomové DNA v pulzni gelové
elektroforéze byly spirochety Borrelia burgdorferi sensu lato rozliSeny na druhy:

= Borrelia burgdorferi sensu stricto
= Borrelia baronii

= Borrelia afzelii

= Borrelia japonica

= Borrelia andersonii
= Borrelia valaisiana
= Borrelia lusitaniae
» Borrelia bissettii

= Borrelia tanukii

» Borrelia turdae

= Borrelia sinica

= Borrelia miyamotoi
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K nejCastéji se vyskytujicim druhm v Evropé nalezi Borrelia burgdorferi
sensu stricto (Bbss), Borrelia garinii a Borrelia afzelii, které jsou v nejvétsi mife

priginou tvorby protilatek v Ceské republice.
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1.3 EPIDEMIOLOGIE

Ceska republika je svym geografickym charakterem velmi vhodnym
biotopem pro vyskyt nejCastéjSiho typu prfenasee v mirném pasmu — klistéte
Ixodes ricinus. V Cetnosti vyskytu onemocnéni pfenasenych klistaty dominuje
pravé lymeska boreliéza. Promorenost klistat boreliemi na uzemi CR kolisa
v rozsahu 2-22%. (1)

V roce 1986 se zavedla sérologicka diagnostika a infekce byla zafazena
mezi infekce podléhajici povinnému hlaSeni.

RozloZeni poé&tu hlasenych pfipad v Ceské republice neni rovnomé&rné.
Vyskyt LB se podle hlaSenych pfipadu v krajich vyrazné liSi. Nejvyssi incidenci
vykazuje kraj stfedoCesky, pardubicky a karlovarsky. LB vykazuje také sezénni

vyskyt v zavislosti na ro€nim obdobi a mikroklimatu v jednotlivych mésicich. (2)
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1.4 PRENASECI

Jedinym
- v v ; L - "_'“‘-,\
prenaseCem — vektorem A Riskal Wy
\ uman "
patogennich druhd Sremasin
\ ate spring i
Borrelia burgdorferi Ny and summer 4
sensu lato je
celosvétoveé uznano SUMMER w

klisté rodu Ixodes.
Borelie rostou a

prodélavaji vyvoj ve

stfevé kliStéte a méni se
pod vlivem pfijimané

potravy, kterou je krev a ; ; ‘ I cociovein

. , . obrazek 3. Prenos klistéte (zdroj:
lymfa  hostitele. Vyvo] @ pp:/amww.cde.govincidod/dvbid/lyme/images/TickLife

pfezivani borelii ve viech CYele-707:pg)

stadiich klistéte — larva, nymfa, imago zavisi na hostiteli. K pfedani infekce
Z hostitele musi byt splnéna fada podminek (napf. pfechod borelii do slinnych
Zlaz v kvantité vy8Si nez 100). Pouze jedna tfetina nakazenych klistat je
schopna infekci pfedat. Pfenos jinym vektorem nebyl experimentalné prokazan
a v souCasné dobé je ve svété zpochybriovan vzhledem k vyvojovym zménam,
které borelie prodélavaji ve strevé klistéte. (3)

K pfenosu dochazi zpravidla v obdobi od bfezna do listopadu a uzce
souvisi predevSim se sezonni aktivitou klistat a rekreacni aktivitou Clovéka.
V naSi republice je celostatné primérné infikovano 5 — 10 % klistat. Neni
typicka pfirodni ohniskovost jako u klistové encefalitidy, klistata jsou
promofena na velkém uzemi. Endemické oblasti se neshoduji s ohnisky
kliStové encefalitidy. Pfenos infekce z kliStéte na hostitele je mozny az po
vycestovani borelii do slinnych Zlaz klistéte, tedy nejdfive za 24 hodin po
prisati. Po 72 hodinach po pfisati je nakaza prfenesena témér ve vSech

pfipadech. DalSi moznosti pfenosu je trusem klistat. Pfi odstranovani klistat
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(lidem, psim, ko¢kam) mohou byt borelie obsazené v tomto trusu vetfeny do
kGZze &i zaneseny na spojivky a poté pronikat rankami i neporusenou kuzi. (3)
PFirodni rezervoar borelii tvofi vice nez 200 druhu zvifat, na nichz klisté
parazituje, a jednak jsou rezervoarem klistata samotna. Hostiteli klistat ve
vSech tfech stadiich jeho vyvoje jsou napf. drobni hlodavci (larva), hlodavci a
ptaci (nymfa), vysoka zv&f a paseny dobytek (imago). Clovék je nahodnym a
kone¢nym hostitelem klistat a pfedstavuje slepou uli¢ku v Sifeni nakazy. Riziko
nakazy po pfisati infikovaného klistéte se u nas odhaduje na 5 — 10%.
Napfiklad ale v jiznim Némecku je infikovano 10 — 33% klistat. Ze vSech
pfisatych klistat je v endemickych oblastech Evropy pfi¢inou nakazy Clovéka

boreliemi v priméru jedno klisté ze sta (1% riziko). (4)
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1.5 PATOGENEZE

Pfenos borelii od klistéte k hostiteli neni pouhou mechanickou zalezitosti,
ale komplexem biologickych procesu, které jsou rozpoznany teprve v posledni
dobé. Spirochéty nachazejici se v zazivacim traktu sajiciho klistéte exprimuiji
vnéjsi povrchové proteiny (Osp = outer surface proteins a to konkrétné OspA,
B, C, D, E, F, VISE, p66), které nejsou syntetizovany, pokud jsou spirochéty
v nenasatém klistéti. Bylo prokazano, ze OspA je faktorem umoznujicim adhezi
spirochét k burikam epitelu zazivaciho traktu klistat, a pouze spirochéty, které
jsou schopny exprimovat OspC, mohou opustit jeho zaZivaci trakt a pfejit do
hemocelu. Jakmile se spirochéty dostanou do téla hostitele, musi se dale
mnozit, aby dlouhodobé prezily. (5)

Protilatkova odpovéd zacina jiz v prvnich dnech po infekci, avSak bézné
prokazatelna je az po nékolika tydnech. Protilatkova tvorba obvykle zaclina
produkci IgM, ktera muze trvat nékolik tydnt az mésicu. IgG se objevuji o 2-4
tydny pozdéji, avSak pro pomaly rozvoj choroby jsou klinické priznaky
diseminace infekce jiz zpravidla provazeny pritomnosti IgG. Spektrum
antigennich specifit IgM i IgG protilatek se maze liSit i u jednotlivych pacientu i
forem onemocnéni. Sekrece IgG (a vzacné i IgM) muze pretrvavat mésice az
léta i bez vazby na dalSi klinicky vyvoj onemocnéni. V nékterych pfipadech
nejsou specifické protilatky prokazatelné vibec, jindy muze vést k jejich absenci
Casna terapie antibiotiky. (5)

Zakladni klinicko-patologickou charakteristikou vyvolavatele Bbsl je
relativné velmi dobra adaptace na vnitfni prostfedi Clovéka (a fadu dalSich
obratlovct). Tento fakt zplsobuje, Zze pribéh infekce je pomaly, Casto
inaparentni — spontanni vyhojeni je CastéjSi nez pfipady lé€ené. Imunitni
odpovéd je mirna s fadou variaci, letalni pfipady nejsou znamy. Faktory, které
nebyly z vétSi Casti objasnény, vedou za urcitych okolnosti k plizivé progresi
infekce s postizenim vice organovych systémud. Prabéh infekce mlze byt i
chronicky nebo relapsujici. Borelie jsou schopny navodit i imunopatologické
procesy, které zplsobuji dalSi organova postizeni, Casto jiz bez ucasti

infekEniho agens, které tak sehrava ulohu spoustéciho mechanizmu.
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Patogeneze tkanovych zmén u lidské infekce je zvétSi Casti
neobjasnéna a pravdépodobné se ponékud liSi u jednotlivych forem postizeni.
V zasadé vSak Ize rozliSit ¢tyfi zakladni mechanismy patologického pusobeni:

1. mnoZeni spirochét in situ s naslednym poskozenim vlivem zanétlivych
mediatorl a komponent spirochét

2. imunopatologické reakce vyvolané zkfizenou antigenni reaktivitou mezi
spirochétou a tkanovymi antigeny za pfitomnosti spirochét

3. imunopatologické reakce odstartované prFitomnosti spirochét, avSak
pokracujici bez jejich dalSi pfitomnosti

4. malo definované ,toxické" reakce spojené s perzistenci agens

v organizmu (napf.encefalopatie pfi pozdni neuroborelioze).

V misté inokulace spirochét do kize dochazi k primarnimu pomnozeni,
v typickém pfipadé za manifestace erythema migrans. Tento typ postizeni je
lokalizovanou formou infekce. V nékterych pfipadech jsou borelie dokonce
tolerovany tak, Ze nejsou mikroskopicky prokazatelné zadné zanétlive zmény.
Nedojde-li k jejich eliminaci, Sifi se spirochéty do organizmu cestou krevni i
lymfatickou, vétSinou s latenci nékolika dnu, tydnt az mésict. Tim se infekce
dostava z prvniho lokalizovaného stadia do stadia diseminace.

Za pfiznivych okolnosti jsou borelie schopny se uchytit zejména
v centralnim i perifernim nervovém systému, kloubech, myokardu, kosternich
svalech, nékterych oc¢nich tkanich a sekundarné v kazi. Téz v této fazi maze
dojit ke spontannimu vyhojeni infekce. V malém procentu pfipadu se infekce
dlouhodobé usidluje v nékterém z postizenych organt za vzniku chronického
stadia. V chronické fazi infekce mlze byt postizeno vice organd, nejCastéji je to

kloubni, nervovy a kozni systém. (5)
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1.6 PREVENCE

Vzhledem k tomu, Ze dosud neni o¢kovaci latka

k dispozici (diky vysoké antigenni variabilité evropskych obrazek 4. KIist& (zdroj:
http://www.cdc.gov/ncido

kmenu), je jedinou formou omezeni rizika boreliové d/dvbid/lyme/images/Tick
LifeCycle_707.jpg)

infekce pouze pecliva ochrana pred klistaty. To hlavné

v endemickych oblastech, kde je nutné zachovavat urcity rezim, ktery omezuje

pohyb ve zvlasté exponovanych oblastech. Znamena to vyhybat se porostim

na okrajich lesl, volit vhodné oble€eni a pouzivat repelenty. Nezbytna je

pecliva prohlidka téla.

Prisaté klisté je nutné odstranit co nejdfive, misto vydezinfikovat a
sledovat nékolik tydnu pro pfipadné zarudnuti. Zarudnuti anebo generalizované
pfriznaky pfipominajici chfipku je nutné konzultovat s Iékafem.

Prevence spocCiva ve vystfihani se navsStévy endemickych oblasti a
v informovani vefejnosti o téchto rizikach. Vyhubeni pfenaseCd nemoci neni

mozné. (6, 7, 8)
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1.7 STADIA ONEMOCNENI A KLINICKE PRiIZNAKY

Klinické formy se v sou€asné dobé déli na akutni a chronické. Dlouhou
dobu vSak bylo uznavano a stale se jesté pouziva schematické déleni do tfech
stadii.

Typickou primarni manifestaci (dfive stadium 1.) infekce Bbsl je erythema
chronicum migrans, cirkularni z€ervenani kize v okoli kousnuti klistéte. Erytém
je doprovazen celkovymi chfipkovymi symptomy s horeCkou, zimnici a
tfesavkou, s bolesti hlavy a zvracenim. V nékterych pfipadech se mize objevit
lymfadenopatie (lymphadenosis cutis benigna). V tomto stadiu mGze dojit ke
spontannimu uzdraveni nebo se mulzZe rozvinout generalizovand borelidza.
Prechodna faze do chronicity je asymptomaticka: IgM protilatky proti antigentiim
Bbsl jsou sérologicky detekovatelné u 50% az 90% pacientu. Prevalence 1gG
protilatek je vyznamné nizSi. Pfesto v tomto stadiu jsou sérologické vysledky
Casto negativni. Jsou-li pfitomny odpovidajici symptomy, doporucCuje se
sledovat pacienta nékolik tydna.

Neékolik tydnd az mésict po kousnuti klistétem (dfive stadium 1l.) se
muze rozvinout mnozstvi symptom(. V popfedi jsou neurologické symptomy:
meningitida, encefalitida, asymetrickd polyneuritida, parézy hlavovych nervu.
Rovnéz nachazime Casto artritidu, pfedevsim kolenniho kloubu, nelokalizované
bolesti kosti, kloubld a svali. Méné C<&asté jsou kardiologické projevy —
myokarditida a perikarditida. Protilatky proti antigenim Bbsl jsou sérologicky
detekovatelné u 50% az 90% pacientl. Nachazime hlavné IgM protilatky,
pozdéji pak Casto pouze IgG. Presto IgM protilatky mohou dlouho pfetrvavat.

Typickymi projevy infekce Bbsl v chronickém stadiu (dfive stadium 1l1.)
jsou chronicka relapsujici erozivni artritida, acrodermatitis chronica atropicans a
progresivni encefalomyelitida, ktera mize pfejit v sclerosis multiplex. V tomto
stadiu IgG protilatky vyznamné narUstaji u 90% az 100% pacientu, zatimco IgM
protilatky jsou detekovatelné jen zfidka. Do skupiny chronickych forem jsou
fazeni nemocni, jejichZ obtize trvaji nejméné jeden rok, nebo u nich byla
diagn6za stanovena pfed vice nez rokem a pretrvava u nich klinicky nalez Ci

laboratorni znamky infekce.
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Infekce Bbsl mize byt sérologicky diagnostikovdna u mnoha pacientt
s riznou symptomatologii (napfiklad rozsahlé artritické potize nebo zavazné
neurologické symptomy), jejichZz pfi€ina byla dfive nejasna. Pro diagndzu
neuroboreliézy je rozhodujici nalez protilatek v mozkomiSnim moku, protoze
zde zfidka, na rozdil od séra, dochazi ke zkfizené reakci, ktera by mohla
ovlivnit vysledky testu, proto je pozitivni reakce oCekavana pouze v pfipadé
neuroborelidzy.

Vrozena (tj. béhem téhotenstvi vznikla) ndkaza lymskou boreli6zou muze

mit pro novorozence smrtelné nasledky. (9, 10)
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1.8 LECBA

Lécba LB musi byt komplexni. Lze ji rozdélit na lécbu kauzalni a
symptomatickou. Terapie onemocnéni se zahajuje vzdy pfi korelaci nalezl
kliniky a laboratofre.

Kauzalni IéCba spociva v podavani antibiotik. S ohledem na intracelularni
parazitizmus je vhodné pouZiti antibiotik dobfe pronikajicich do tkani a bunék.
U LB se mlzeme setkat se tfemi stadii onemocnéni (pfitomnost rliznych forem
onemocnéni).

U akutniho stadia se jako Iék volby pouziva doxycyklin, u déti do 8 let a
téhotnych napf. amoxicillin. U alergie na vySe zminéna antibiotika Ize pouzit
cefalosporiny II. — Ill. generace nebo makrolidy. U forem postihujicich klinicky
nervovou soustavu je nutno pouzit antibiotika s dobrym pranikem pfFes
hematoencefalitickou bariéru — napf. krystalicky penicilin nebo cepfalosporiny
lll. generace. U kardidlni formy se podavaji bézna parenteralni antibiotika.
Post — lyme syndrom, jenz se nékdy mlGze u onemocnéni LB vyskytnout, nelze
antibiotiky jiz ovlivnit. Vyznacuje se velkymi bolestmi svall, unavou a bolesti
kloubd.

Diagnostické rozpaky mohou nastat u diagnosticky nejasnych pacientt s
pozitivnim nalezem protilatek a s nespecifickymi pfiznaky (obCasna bolest
hlavy, unavnost, obCasné ataralgie, zvétSeni miznich uzlin). Zde je nutno
vyloucit vSechna dalS§i onemocnéni, ktera mohou podobné pfiznaky vyvolat a
pokusit se o ovéfeni diagnozy provedenim nékteré z pfimych metod (pfedné
PCR). Chybou byva zahajeni antibiotické |éCby pouze na zakladé pozitivniho
nalezu protilatek bez klinickych pfiznakl, nebo ji opakovat pokud nedojde k
jejich poklesu po l1éCbé. Naopak u nékterych nemocnych mohou po antibiotické
léCbé hladiny protilatek jesté stoupnout, coz mize byt zpusobeno rozpadem
antigenniho materialu borelii a vétsi stimulaci imunitniho systému.

Pacienti jsou po |éCbé LB zafazeni do dispenzarni péce, ktera by méla
trvat 2 roky. V tomto obdobi jsou dispenzarizované osoby sledovany v
intervalech 3 mésicu, kdy se provadi sérologické a klinické vysSetfeni. U
pacientll s Cerstvym zachytem erythema chronicum migrans ma smysl

stanovovat protilatky nejdfive za 6 — 8 tydnad. V této dobé by mél byt pacient jiz
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po léCbé Casného stadia onemocnéni. Protilatky se stanovuji jako vychozi titr
pro dalSi sledovani, nikoli pro opakovani lecby.

| po antibiotické 1é¢Cbé trpi néktefi nemocni nepfili§ vyznamnymi
komplikacemi, které jsou podminény bud imunologicky, nebo maji pfFiCinu
v pretrvavani borelii v organizmu. DalSi komplikaci 1é€by antibiotiky je sniZzeni
nebo vymizeni imunitni odpovédi proti boreliim, coz ma nepfiznivy vliv na

sérologické potvrzeni infekce. (9, 11)
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1.9 MORFOLOGIE

Mikroaerofilni,
gramnegativni spirochéty Bbsl
se vyznacuji tenkym, spiralové
vinutym tvarem., Spiralovité
stoCené bunky s pravidelnymi
zavity vpoCtu 4-15 se
pohybuiji rotaci kolem podélné
osy nebo smrstovanim a
natahovanim. Pohyb umozriuji

biCiky, kterych je 7-9 a obtaci

1o borelic pod WSl bundiniou [IHEaL Borele Mo (R
sténou. Bunéfna sténa se
sklada ze tfi vrstev. Sténa je od cytoplazmatické membrany oddélena
periplazmatickym prostorem. Velka flexibilta membran bunétné stény
umoziuje vysunuti bi€ikd, tvorbu cyst a vylu€ovani membrandznich vezikuld,
které maji stejnou stavbu jako bunééna sténa a obsahuji plazmidovou vybavu.

Pro zivot a virulenci Bbsl jsou vyznamné biCiky a vnéjSi povrchové
proteiny (Osp) bunécné stény, které lIze pouzit k identifikaci. Pfi urcitych
podminkach borelie ztraci bic¢iky a v nevhodném prostfedi (lytické enzymy,
antibiotika) je neni schopna obnovit a vytvafi nepravidelné struktury, napfiklad
cysty. Velmi dulezitou roli hraje nedavno objeveny VISE antigen (variable major
protein-like sequence, expressed = exprimovana sekvence podobna jednotce
hlavniho variabilniho proteinu).

BiCiky jsou tvofeny vnéjS§im a vnitfnim glykoproteinem. Hostitel tvofi
v Casné fazi infekce proti proteinu biCiku (flagellinu) a vné&jSimu proteinu
povrchu OspC protilatky tfidy IgM. Humoralni IgG protilatky tvofené proti tomuto
proteinu mohou byt nespecifické a mohou zpusobit zkfizenou reakci s lidskym
antigenem HsP60 (axonalni protein nervovych bunék), ktera muze byt pfi€inou

autoimunity, ale i chronické artritidy.
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Adheze Borrelia burgdorferi k receptorim bunék pomoci molekul
glykosaminopeptidu ji umoznuje pronikat do bunék. Intracelularni perzistence
borelii zavisi na mnozstvi hlavniho extracelularniho proteinu, ktery je tvofen v
periplazmatickém prostoru stény.

Pfitomnost HsP-proteinu ma zifejmé, podobné jako pfitomnost Osp
antigenu, vztah k teplotnim zménam, jimZ je spirochéta vystavena v okamziku
napadeni hostitele prenaseCem (klistétem). Teplotni Sok mulze vést
k patologickym reakcim vzhledem k pfitomnosti homologniho proteinu
v organizmu hostitele.

PFitomnost proteinu p60 u Bbsl pusobi obtize pfi hodnoceni vysledku
sérologickych testl. Navic je tento ,spolecny” antigen i u jinych bakterii.

Spirochéty Bbsl se |iSi svym genotypem i fenotypem - antigenni
strukturou. Vyzkum hlavnich antigennich determinant vedl k zjisténi odliSnych
sérotypl i vramci jednoho druhu. Povrchové antigeny jsou u jednotlivych
kmenU odliSné. Jsou to lipoproteiny s plazmidovym plvodem. Bylo zjisténo, ze
dlouhodobym pasazovanim v kultivacni padé, vlivem opakované infekce zvirat,
ale i vlivem antibiotik dochazi k postupné ztraté Osp antigenu. Spirochéty v§ak
vlastni regulaéni geny- Borrelia diarect repeat (Bdr) uloZzené v cytoplazmatické
membrané, které nejsou ovlivnitelné protilatkami a antibiotiky. Tyto geny a jimi
fizena tvorba proteind je zodpovédna za tvorbu imunokomplexd. Borelie
vynakladaji znacnou energii na zvySovani poctu téchto genu k zachovani druhu.
Vyména plazmidd nesoucich Bdr geny a zvySovani jejich nadbytku v genomu je
zakladem pro variabilitu Bbsl a je to prostfedek pro pfizplsobovani se zménam
okoli.

Cytologicka obranna reakce proti boreliim pfimo zavisi na zpusobu
fagocytdzy. Té odolavaji spirochéty vazané v imunokomplexech s protilatkami.
Proti bunécné i humoralni obrané hostitele se borelie brani vnitrobunénym
antigenem kterym je GroEL-faktor, podobny lidskym stresovym proteinim, které
se uvolnuji pfi poSkozeni tkani.

Borelie je velmi heterogenni bakterie, ktera se méni vlivem prostfedi a na
jejiz ne zcela objasnéné patogenezi se podili fada vlastnich i hostitelskych
faktord. Virulence kmenu borelii zavisi i na zménach, jimiz organizmy

prochazeji pfenosem zklistat na teplokrevné savce. Ddllezita je i jejich
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pohyblivost, ktera jim umoznuje unikat z mista obranné reakce hostitele.
Schopnost vazat a aktivovat hostitelské enzymy jim pomaha pronikat endotelem
krevnich cév. Borelie maji definovany organovy tropizmus (napf. Borrelia afzelii
pro kizi, Borrelia garinii pro nervovou tkan). Maji schopnost regulovat vlastni
povrchové proteiny pod vlivem hostitelské reakce. Mitogenni aktivita Bbsl na B
lymfocyty, a ovlivnéni syntézy adhezivnich molekul a cytokinu, které boreliim

neskodi, mize byt fatalni pro hostitele (autoimunitni reakce). (3)

24



1.10 GENOM

Borelie jsou jednim z organizmu, u kterého je znama sekvence celého
genomu. V roce 1997 byla publikovana DNA sekvence Borrelia burgdorferi
kmen B31, kterd obsahuje linearni chromozém o délce 910 725 paru bazi.
Genom obsahuje jesté plazmidy, z nichZz je 9 linearnich a 12 cirkularnich.
Chromozém neobsahuje geny pro celularni biosyntetické reakce. Borrelia
burgdorferi tvofi extracelularné membranové vezikuly, které obsahuji povrchoveé
antigeny OspA, OspB, OspC, OspD a plazmidovou DNA. Vylu€ovani téchto
vezikul je ochrannym mechanizmem proti sérovym protilatkam. (12)

Plazmidy borelii se chovaji jako odstépené &asti chromozoml. Béhem
ristu dochazi k postupné ztraté zejména kratsich plazmidd a tim nasledné i ke

ztraté vnéjSich variabilnich proteinu. (13)
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1.11 ANTIGENY BORELIE

Borelie jsou vybaveny celou fadou antigenl neproteinové i proteinové
povahy. Skupina proteinovych antigent zahrnuje pfiblizné 30 antigenu.
Povrchové antigeny jsou zodpovédné za vyvolani protektivni imunitni odpovédi
proti boreliim. Jednotlivé antigeny se li§i svou molekulovou hmotnosti, ktera se
udava v kDa (kilodaltony). Exprese antigenl je schématicky znazornéna na
obr.6.

OspE
p21
ElpB1

Mammalian infection

yr e ElpB2
OspF/BbK2.11
FlaB
OspA,
OspC
OspA
OspC
DbpA
= Arp
Larval tick midgut ErpA/N
ErpBIJ/O QQQ
VL FlaB
Rev
MipA Tick salivary gland
OspA
OspC
DbpA

Arp

ErpAJUN

ErpB/JIO
- FlaB

Rev

MipA

My mphal tick midgut

Superimposition of the changes in Borrelia burgdorferi protein and lipoprotein
expression during acquisition from an infected mammalian host and
penetration into tick tissues and the spirochaete-vector-host cycle

Expert Reviews in Molecular Medicine ©2004 Cambridge University Press

obrazek 6. Exprese antigent Bbsl (zdroj:http://www.ermm.cbcu.cam.ac.uk/04007306h.htm)
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1.11.1 Povrchové antigeny - OspA,B,C,D,EaF

Povrchové proteiny vnéjSi membrany patfi mezi nejlépe prostudované
antigeny. Jsou zodpovédné za hostitelskou imunitni odpovéd. Povrchové
antigeny jsou pfevazné plazmidového puvodu. Mezi nejdulezitéjsi antigeny
patfi:

OspA, dulezity lipoprotein vnéjSi bunéfné membrany. Molekulova
hmotnost tohoto proteinu ¢ini 31 az 34 kDa podle toho, u kterého
genomospecies se vyskytuje. (14)

Bylo popsano 8 ruznych sérotypl tohoto antigenu. Vyslo najevo, zZe
sérotypy dobfe koreluji s klasifikaci Bbsl. (15)

Protein OspA byl rovnéz pouzit pfi vyvoji vakciny proti LB (16).

OspB, velikost a antigenni reaktivita tohoto proteinu je rdzna u rdznych
genomospecies, podobné jako u OspA. Molekulovd hmotnost proteinu je 34 az
35kDa. Protilatky proti OspB se tvofi az v pozdni fazi nemoci. (17)

OspC je dulezity protein o velikosti 20 az 25 kDa (15), ktery je
pfevladajicim séroaktivnim antigenem €asného stadia infekce zpusobené Bbsl
(18). OspC je ve srovnani s OspA mnohem variabilnéjSi, zejména u kmenl
Bbss a Borrelia afzelii .(15)

OspD je lipopolysacharid s lytickym u€inkem o velikosti 28 az 29 kDa.

OspE a OspF, stejné jako dfive zminéné proteiny, vykazuji antigenni
reaktivitu. Jedna se o strukturni sloZky vné&jSi membrany borelii, které byly
identifikovany s rdznym stupném exprese u jednotlivych izolatd a v zavislosti na

fazi zivotniho cyklu borelii. (19)

1.11.2 Bic¢ikovy antigen (flagellin FlaA a FlaB)

BiCikovy antigen flagellin patfi mezi imunogenni proteiny. Bicik borelii je
tvofen ze dvou proteinl — FlaA o molekulové hmotnosti 37 kDa a majoritni FlaB
o molekulové hmotnosti 41 kDa. Mimo jiné FlaA spousti C¢asnou IgM
protilatkovou imunitni odpovéd u pacientd s LB a mize se vyuzivat také jako

marker v diagnostickych sadach. (3)
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1.11.3 Lipoproteiny p20 a p22

Lipoproteiny borrelii p20 a p22 byly identifikovany teprve v nedavné dobé
jako strukturni jednotky receptoru pro dekorin a proteoglykan asociovany na
povrchu kolagenu. Spirochetalni lipoproteiny jsou silnymi induktory

protizanétlivych cytokint a chemokinu. (20)

1.11.4 VISE
VISE (variable major protein-like sequence, invariable
expressed = exprimovanad sekvence podobna

jednotce hlavniho variabilniho proteinu) je

charakterizovany povrchovy antigen Bbsl. Jeho

Borrelia
membrane

vyznam pro seérologickou diagnostiku byl az
donedavna prehlizen. VISE hraje klicovou roli ve gion
. ey . . , obrazek 7. VISE na povrchu
strategii  preziti  borelie. Po  vniknuti  do porelie (zdroj: www.dynex.c2)
hostitelského organizmu borelie neustadle méni svoje povrchové exprimované
VISE a touto cestou se snaZzi uniknout rozpoznani a eliminaci imunitnim
systémem. VISE protein se déli na nékolik casti: chranéné (conserved) Casti,
které slouzi jako transmembranové domény a kotva pro VISE v bakterialni
membrané, a dale na variabilni a konstantni oblasti. Variabilni ¢asti jsou
nasmeérovany ven a jsou neustale ménény rekombinaci, ¢imz se zasahuijici
imunitni systém setkava neustale s novymi, pozménénymi antigennimi epitopy.
Konstantni oblasti jsou maskovany variabilnimi oblastmi a v Zijicich boreliich
jsou tak chranény od pfimého zasahu imunitniho systému. Jakmile je mrtva
bakterie borelie zpracovana antigen prezentujicimi bunikami, je také kompletni
VISE antigen prezentovan imunitnimu systému a hostitelsky organizmus tvofi
protilatky proti konstantnim a konzervovanym oblastem VISE. Tyto protilatky
nemohou reagovat s boreliemi in vivo, protoze specifické epitopy jsou
maskovany, ale jsou velmi vhodné pro diagndézu borelidzy, protoZze jsou

zameéreny proti vysoce konzervovanym cilovym antigentm. (21)
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1.11.5

Membranovy protein p66

Jedné se o protein, jehoZz funkce nebyla dlouhou dobu znama a patfi

mezi dalSi studované antigeny.

Pfehled antigenu je uveden v tabulce 1.

Tabulka 1. Prehled antigent(

ANTIGEN/OZNACENI VYZNAM SPECIFITA FAZE
83kDa povrchovy velmi vysoké pozdni
(100kDa, 94kDa) protein
membranovych
vezikul
75kDa, 66kDa teplotni ok 3adna C¢asna/stredni
60kDa(62kDa) common antigen zadna sasnd/stredni
(GroEL)
58kDa teplotni S0k 7adna stredni
55kDa(56kDa) P 55 nizka pozdni
47kDa teplotni $ok sadna Casna/stredni
41kDa flagellin nizka Casna
39kDa P 39 BmpA velmi vysoka vsechny
37kDa P 37 vysoka vSechny
34kDa OspB vysoka pozdni
31kDa OspA vysoka pozdni
28/28kDa OspD vysoka stfedni
25kDa (21,22,23) OspC velmi vysoka velmi Casna
18kDa (21kDa) P 18 vysoka pozdni
5kDa glykolipid mirna pozdni
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1.12 DIAGNOSTIKA

Prlkaz onemocnéni muze byt proveden pfimou nebo nepfimou
metodou. Mezi pfimé metody patfi mikroskopie, kultivace a prikaz specifické
deoxyribonukleové kyseliny pomoci PCR (polymerase chain reaction =
polymerazova fetézova reakce). Nepfimé metody zahrnuji prikaz specifickych i
nespecifickych diagnosticky prokazatelnych protilatek v télnich tekutinach
metodou IFA (imunofluoroanalyza), ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent
Assay) a WB (Western blot). Diagnostice jsou také k dispozici kombinované
techniky — imunosorbéni elektronova mikroskopie, imunofluorescencni
mikroskopie, mikroskopicky aglutinacni test.

Druh odebraného materialu ur€eného k laboratorni diagnostice zavisi na
typu postizeni a lokalizaci, které muaze infekéni agens Bbsl vyvolat. Mezi
nejCastéji vySetfovany material patfi:

= sérum

» |ikvor — mozkomisSni mok
= synovialni tekutina

= moc

= kozni biopsie

= oc&ni sklivec
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1.12.1 METODY PRIME

Pfima metoda je vzasadé idealni
zpusob. Najde-li se vorganizmu puavodce
onemocnéni nebo néjaka jeho &ast, nemize W&

byt o spravné diagnéze pochyb. Pro pfimou

metodu je vSak zapotiebi takovy vySetfovaci

material, ktery plivodce obsahuje. V mnoha obrazek 8. Borrelia burgdorferi (zdroj:
http://www.textbookofbacteriology.net/

pfipadech je jeho ziskani obtizné, zvlasté Lyme.html)

tehdy, kdyz se puvodce skryva nebo je na zcela nepfistupnych mistech, takze

tim znemozZnuje pfimy prikaz, anebo je pfili§ nakladné prokazat jeho

pfitomnost.

Svételna mikroskopie v zastinu
Lze ji pouzit k rychlému prakazu spirochét v klistéti. Pomoci této metody
se hodnoti infikovanost klistat v raznych vyvojovych stadiich, v raznych

lokalitach a mozné riziko pro lidi, zvlasté v rekreaCnich oblastech.

Kultivaéni metoda

Umoznuje pfimou detekci Borrelia burgdorferi. Borelie rostou ve vysoce
obohacené komplexni Barbour-Stoner-Kellyho pidé (BSK). Generacni doba
ristu trva asi 12-18 hodin. Kultivace prokazuje Zzivé borelie v organizmu.
Provadi se k potvrzeni diagndzy a k retrospektivnimu ovéreni probéhlé infekce.
KultivaCné lze prokazat perzistenci infekce v koznich lézich a diseminaci Bbsl

do organu nékolik tydna az rokl po infekci.

Histologicka metoda

Hodnoti se roztéry po obarveni dle Giemsy, toluidinovou modfi nebo
stfibfenim s 1% dusi¢nanem stfibrnym po natraveni amylazou. Pfimy prikaz je
specificky pouze pfi pouziti monoklonalnich protilatek proti povrchovym

antigenum.
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Elektronopticky prikaz (ISEM)
Prlkaz je zalozen na zhodnoceni morfologie borelie a na
imunocytochemické reakci antigenu s monoklonalni protilatkou. Tato metoda je

jednoznacnym prukazem infekce i u séronegativnich pacientu.

Technika DNA-hybridizace

Metoda je zaloZzena na pfimé detekci nukleovych kyselin Bb. Jde o vazbu
uméle zhotovené proby, vétSinou klonované DNA Bb, znacené radioaktivnim
izotopem, a znamou sekvenci DNA Bbsl. Metoda byla adaptovana na prukaz

RNA mikroba, ktera se vyskytuje ve vétSim poctu kopii. (22)

Metoda polymerazové fetézové reakce (PCR)

Velmi citliva metoda, ktera dokaze hodnotit i méné nez 10 borelii ve
vzorku. Je zaloZzena na cyklickém zmnoZovani cilové DNA. PCR je
nejrozsifenégjSi zplsob amplifikace. Enzymova amplifikace DNA probiha
v termocykleru ve tfech teplotnich fazich, které se opakuji podle potfeby.
Prvnim fazi je denaturace dvouvladknové DNA na dvé jednovlaknové matricové
molekuly pfi 95°C. Nasleduje annealing - ochlazeni na 50 - 55°C, kdy se na oba
konce jednovldknové DNA pfipoji komplementarni oligonukleotidové sondy —
primery. Posledni fazi je elongace. Dochazi k pfipojeni volnych oligonukleotidu
z reakeni smési (dle komplementarity bazi) termostabilni DNA-polymerazou pfi
72°C. Jeden cyklus v termocykleru trva 40s a pro vizualizaci se vyZaduje pfi
85% ucinnosti amplifikace 42-45 cykll, coz trva v optimalnim pfipadé 30 minut.
NamnoZené Useky jsou jiz kvantitativné dostateCné pro prukaz gelovou
elektroforézou v agar6ze po obarveni ethidiumbromidem. V termocykleru lIze
paralelné amplifikovat fadu vzorku. (23)

Nové zavedena metoda PCR vrealném c&ase pomoci LightCycleru,
umoznuje kvantifikaci DNA ve vzorku a detekci DNA bakterie pomoci specifické
teploty tani v reakci se znacenymi hybridizaCnimi sondami. Pomoci této metody
byla zjiSténa prevalence rlznych druhl borelie v klistatech v riznych
regionech, u riznych druh(Q zvifat a u pacientd v zavislosti na klinickych

symptomech. (24)
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PFimy prikaz borélii kultivaci ma nizkou senzitivitu a je ¢asové i finanéné
naroCny. Ztéchto dlvodu nedovoluje uplatnéni v bézné praxi. Detekce
nukleové Kkyseliny spirochéty v biologickém materialu je jednou 2z mala
moznosti, jak zlepSit laboratorni diagnostiku LB. Jednim z prvnich pokust o
klinickou aplikaci polymerazové fretézové reakce (PCR) byl pravé prukaz
Borrelia burgdorferi sensu lato. (25)

Od té doby byla publikovana fada praci, které vyuzivaji metodiku PCR na
prikaz borelii v biologickém materialu. Studie se mezi sebou li§i zplsobem
izolace DNA, vybérem pouziti primeru i vlastnim postupem. Optimalni prabéh
PCR by mél byt snadno proveditelny, mél by byt pouZitelny pro vSechny
pacienty s LB a mél by byt schopen detekovat vSechny patogenni druhy a
kmeny se stejnou citlivosti. Pro PCR diagnostiku LB nebyl standardizovan
komercni diagnosticky set. (22)

PCR a WB jsou vhodné metody pro testovani synovialni tekutiny a jsou
doporucovany pro prukaz lymeské artridity.

PCR a ISEM jsou metody doporu¢ené k testovani mozkomiSniho moku
pacientl se suspektni neuroborelidzou, zvlasté kdyz jsou protilatky negativni.

Je prokdzano, Ze specificka DNA Bbsl mize byt detekovana v moci
pacientll s LB. Toto by mohlo byt pouzito pro diagnostiku LB, popfipadé i na
monitorovani ucinku antibiotické lécby. Zjisténi DNA Bbsl v plazmé, moci a
v moku béhem IéCby nebo kratce po ni Ize vysvétlit velkou senzitivitou PCR
metody i vzrastajicim poctem mrtvych spirochét, uvolnénych z bunék u€inkem
antibiotik. (26)

Ve vybéru vhodného biologického materialu lezi prvni kriticky bod celé
DNA diagnostiky. Biopsie z tkani, o nichz se pfedpoklada, Zze by zde Bb mohla
perzistovat (kromé kuze), nejsou bézné dostupné. PFfitomnost borelii v periferni
krvi je extrémné nizka a tak i prikaz boreliové DNA ma, na rozdil od jinych
infekci, velice nizkou senzitivitu. Mozkomisni mok, synovialni tekutina a moc tak
predstavuji prakticky jediné Kklinicky dostupné materidly, pfiCemz dosud
publikované vysledky PCR detekci u LB naznacuji, ze moC€ je jako vstupni
biologicky material nejpriikaznéjSi. V moci Ize prokazat pfitomnost specifické

nukleové kyseliny.
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Nevyhodou vSech PCR je vSak snadna kontaminace materialu jinou
DNA, dale znac¢na finan¢ni i manualni naro€nost, coz snizuje moznost vyuziti

metody pro rutinni klinickou diagnostiku. (22)

1.12.2 METODY NEPRIME

Zakladni princip téchto diagnostickych postupl je prikaz specifickych
protilatek. Pfedpokladem je dostateCné mnozstvi protilatek tvofenych imunitnim
systémem, ze kterych se da vyvodit, zda organizmus pfiSel do styku
s pfisludnou infekci. Mnohé infekce totiz prob&hnou klinicky nepozorovany a
proto je stanoveni protilatek jedinou moznosti volby. Z toho vyplyva, ze pfi
sérologické diagnostice mohou nastat potize s interpretaci, nebot napfiklad
prokazané specifické protilatky nemusi bezpodminecné souviset se stavajicimi
Klinickymi pfiznaky. Navic je nutné peclivé zhodnoceni vysledkl, protoZze
borelie nesou mimo jiné i napf. biCikové antigeny (flagellin), které maji spole¢né
S jinymi bakteriemi.

Obvykle se doporucuje dvoustupriové stanoveni protilatek. K tomu

pouzivame dva typy vysSetfeni — ELISA (prvni krok) a Western blot (druhy krok).

NEPRIMA IMUNOFLUORESCENCE
IFA (imunofluorescence) -
pouziva se k prikazu protilatek

tfidy IgM a 1gG v krevnim séru,

vzacné v mozkomisnim moku a
synovialni tekutiné.

Pouzivaji se jak celobunécne,
tak izolované antigeny. IFA ma

nizsi senzitivitu a specificitu nez

TX Department of Health

obrazek 9. Pozitivni IFA (zdroj:
http://www.lyme.org/gallery/b_burgdorferi.html)

ELISA. Metoda je nevhodna pro
screeningovy test (vySetfovani,

zmapovani). (13)
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NEPRIMA HEMAGLUTINACE

Testovaci metoda je zaloZena na principu nepfimé hemaglutinace. Ovci
erytrocyty senzibilizované taninem a fixované glutaraldehydem slouzi jako
nosi¢i pro purifikované antigeny Borrelia burgdorferi sensu lato (Borrelia
burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B.afzellii). Protilatky pacienta s Bbsl
aglutinuji specificky testovaci erytrocyty.

Nesenzibilizované kontrolni erytrocyty, které jsou soucasti testovaci
soupravy, se specifickymi protilatkami proti Bbsl nereaguji a slouzi k prikazu
spontanni aglutinace ov€ich erytrocyt. Pozitivni kontrola obsazena v testovaci
soupravé slouzi ke kontrole aglutinaénich schopnosti testovacich erytrocytu.
(27)

ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay)

Principem testu je reakce specifickych

*
. . T v v ’ . Ve
z Add antigen protilatek s prisluSnym antigenem. V prvnim
(=] oz s v v s
v ¢ o kroku reakce probiha inkubace zfedéného
' . . . -
Antibody pacientského séra, plazmy nebo likvoru. V

Add antibody=enzyme conjugate i o4& piitomnosti  protilatek v séru,

T(zvme dochazi k jejich navazani na antigen.
Nasleduje promyti a aplikace konjugatu

(protilatky  proti  lidskym I1gG a IgM

Substrate protilatkam s navazanym enzymem) po

0
i Add suhstrat% O {colorless)

iy nasledné inkubaci a promyti (odstranéni

nenavazaného konjugatu) se provadi

'd . aplikace substratu znaceného nejCastéji
roouc

e © kfenovou peroxidazou. Pozitivni reakce se

obrazek 10. ELISA (zdroj: projevi zménou barvy substratu. Vysledné

http://www.elisaassay.com/sandwich- . . L. L.

elisa-assav/) zbarveni je pfimo UmMé&rné mnozstvi

prokazované protilatky.
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KonecCny vysledek metody je vyhodnocen spektrofotometricky pfi urcité
vinové délce (ziskame absorbanci znamych kontrol a absorbanci testovanych
vzorku).

Je to jednoznacné nejCastéji pouzivana metoda prukazu LB. Jeji
vyhodou oproti nepfimé imunofluorescenci je nejen vySSi senzitivita a
specificita, ale i lepSi reprodukovatelnost. Jednoznalnym vystupem je
hodnoceni ve Skéle: pozitivni - hrani¢ni - negativni. Kvantitativni ur€eni obsahu
protilatek povaZujeme za orientacni. Vysledky ELISA testu jsou interpretovany
ve vztahu k velké skupiné normalnich sér a stupen reaktivity u téchto kontrol
definuje jako CO (Cut off = horni hranice normalnich hodnot). Hodnota je
doporuc€ena vyrobcem.

Pfi pozitivnim ELISA testu (nebo pfi pozitivni imunofluorescenéni
metodé) je vhodné proveést konfirmaci Western blotem.

Pro zlepSeni specifity téchto reakci se pouzivaji rekombinantni antigeny,

s

které maji naopak nizsi citlivost. (28, 29)

WESTERN BLOT

WB umozniuje sérologické urCeni protilatek

Monoclonal | Specific
f b i - , ’ o . z
deytensis piieone proti lidskym patogennim druh(im borelie. Jedna se
L83/100 22G3 || — a3 oo ) . ) ]
! o vycisténé, Dbiochemicky charakterizované
antigeny nanesené na definovana mista
MABO5E = fe={ #—— pd1, Flag membrény,
L39 B = M g 39, BmpA
| Jsou dvé moznosti pfipravy blotl. Klasicke
L34 168 s—— | s 34, OspB ., ) , i ",
132 1F11 —— B +— 531, 0spA WB systémy pouZzivaji nativni antigeny poskytujici
L kompletni spektrum antigenu kultivovanych bunék,
SR tkani, &i infekénich agens, kdy jednotlivé proteiny
. jsou elektroforeticky rozdéleny podle velikosti.
» Avsak velké mnoZstvi antigend na prouZcich
H membrany znesnadriuje vyhodnoceni membrany,
Borrelia burgdorferi protoze jednotlivé antigeny lezi ¢asto velmi blizko
obrazek 11. WB (zdroj: sebe. Tento problém Ize do zna¢né miry odstranit

www.dynex.cz)
smési rekombinantnich antigend — rekombinantni
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VISE, a smési rekombinantnich antigenu (P83/100, p39, p41, OspC, Osp17,
p58). Napriklad firmy EUROIMMUN - anti borrelia Euroline - Whb.
Kombinovanim rGznych elementld v sekvencich DNA ve variabilnich a
konstantnich oblastech vznika az nekoneCny poc€et ruznych povrchovych
proteind. DNA vyuzivajici se pro syntézu proteinll se nazyva VIsE (E =
exprimovana) a je exprimovana vyluéné in vivo. Nevyhodou pouZiti smési
rekombinantnich antigend je dosazeni nizsi citlivosti, zvlasté u ¢asnych infekci.
Nejsou proto ke stanoveni boreliozy doporu€ovany. Jednotlivé rekombinantni
antigeny vSak mohou doplnovat WB.

WB slouzi k prikazu uzce specifické protilatkové odpovédi, ktera
umozniuje stanoveni jednotlivych antigend o rizné molekulové hmotnosti,
napfiklad 41 nebo 34 kDa, na principu reakce s pfislusnou protilatkou. Reakce
protilatek s antigenem je ovSem zavisla na typu borelie, ktera infekci vyvolala,
cozZ je logicky limitem této metody z hlediska senzitivity a specificity. WB by mél
byt rezervovan pro pfipady klinicky vysoce suspektni LB, kde sérologické
hodnoty (ELISA) jsou hrani¢ni nebo pozitivni, resp. jako metoda konfirmuijici.

Protilatkova odpovéd na Bbsl je vcelku dobfe znama. Obecné plati, Ze
vrchol tvorby protilatek typu IgM je mezi 3. - 8. tydnem od zacatku infekce.
Typickeé je, ze specifické protilatky IgM postupné klesaji u vétSiny nemocnych. U
Casti z nich vS8ak mohou pretrvavat po celou dobu nemoci. Na pocCatku LB je
tvorba obou typla protilatek zprostfedkovana bicikovym antigenem 41kDa
(flagellin). BohuZzel tento antigen neni druhové specificky. Protilatkova odpovéd
rozpoznana pozdéji je individualné rGzna a nelze ji odhadnout. Spektrum
specifickych protilatek tvoficich se proti jednotlivym antigenim Casem vzrista.
Reakce na protilatky typu 1gG (produkované v pozdni fazi) jsou obvykle
chapany jako znak prodélaného onemocnéni. NejCastéji jsou sérologicka
vySetfeni negativni, jestlize vzorek krve je odebran v &asném stadiu

onemocnéni. (30, 31, 32)
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1.13 FALESNA POZITIVITA

V fadé pfipadu se setkavame s faleSnou pozitivitou. Nemocni s riznymi
chorobami spirochetalniho pivodu a bez vztahu ke klinickym okolnostem, ale
rovnéz Zeny v prubéhu gravidity, davaji fale$né pozitivni vysledky. Podobné
muze ovliviiovat vysledek i koincidence s pfitomnosti revmatoidniho faktoru
nebo antinukleérnich protilatek, systémoveho lupus erytematodes, sklerodermie
¢i EBV infekce.

Orientaci komplikuje rovnéz skuteCnost, Ze vysokou pozitivitu
sérologickych testl prokazujeme Casto u lidi, ktefi klinické projevy LB nikdy
neméli.

DalSi obtize komplikujici aplikaci sérologickych testll je vyrazna
variabilita vysledkl raznych laboratofi. Ze zkuSenosti vyplyva, ze monitorovani
IgG protilatek ma jen malou vypovédni hodnotu pfi posuzovani efektivity
antibiotické lécby, stejné jako neni spolehlivym kritériem pro odhad pfetrvavani
nebo reaktivace infekce. Na selhani laboratorni diagnostiky se mlze podilet
fada faktoru Ci okolnosti, pfedevsim:

» infekce vyvolana jinou genomickou skupinou Borrelia burgdorferi

» inaparentni infekce

» reinfekce

= doba trvani infekce

= stadium onemocnéni

= |écCba antibiotiky

* imunitni stav

= vek

» jiné zakladni onemocnéni

=  koinfekce

infekce herpetickymi viry
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PFi interpretaci sérologickych testl je tfeba respektovat nasledujici
skutecnosti:
a) sérologicky test muze byt negativni, byla-li krev odebrana pfili§ brzy
(nedoslo k vytvoreni protilatek)
b) negativni vysledek s klinickou diagnézou LB mlze byt zplsoben
podanim antibiotika na poCatku onemocnéni
c) negativni vysledek nevylu€uje onemocnéni LB
d) druhy odbér krevniho vzorku by nemél nasledovat dfive nez za 4-6 tydnu
po prvnim
e) pfi konven¢nim diagnostickém postupu by mél sérologicky nalez
= vykazovat vySSi titr protilatek
» vykazovat vzestup téchto protilatek ve dvou oddélenych vzorcich krve
ziskanych v odstupu nékolika tydnd a analyzovanych ve stejné
laboratofi
= pozitivni prikaz antiboreliovych protilatek nemize byt hodnocen
oddélené, bez znalosti epidemiologické anamnézy, klinickych projevu
suspektni LB a po vylouceni jejich jiné etiologie

» vySka titrd neodpovida zavaznosti ani aktivité onemocnéni (33)
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1.14 VLIV EBV A MOZNE ZKRIZENE REAKCE PRI LABORATORNI
DIAGNOSTICE

Vlivem patogenniho pusobeni Borrelia burgdorferi sensu lato je oslabeny
organizmus nachylny k reaktivaci vir( ¢eledi Herpesviridae, jak bylo prokazano
experimentalné i v klinickych vzorcich pfimym a nepfimym prikazem.

Indukce Iytického cyklu EBV v lymfoblastoidnich burikach vlivem
pusobeni virulentniho kmene Borrelia garinii bylo vySSi nez pfi pUsobeni
avirulentnino kmene Borrelia afzelii a mnohonasobné vy33i nez v kontrolnich
slepé infikovanych kulturach. Uginek na EBV reaktivaci ma i samotné médium
(BSK-H), v némz byla Borrelia garinii pomnozena.

Spole¢né syndromy u lymeské borreliézy a herpetické infekce prokazané
sérologicky a pfimym prakazem byly: kranialni neuritida s parézou n. facialis,
Bannwarthv ~ syndrom, polyradikulitida, meningitida, progredientni
encefalomyelitida a anavovy syndrom.

Specifické antigeny Borrelia burgdorferi sensu lato a antigeny EBV
neposkytuji zkfizené reakce, jak bylo prokazano ve WB s monoklonalnimi
protilatkami proti borelii a proti EBV. Nespecifické antigeny teplotniho Soku
(HsP) a antigeny bic€ik borelie mohou poskytovat nespecifické reakce v ELISA
IgM a IgG testech pfi rlznych bakterialnich a virovych infekcich, kterym je
mozno zabranit vysycovanim vzorkd revmatoidnim faktorem, sorbentem nebo
samotnym antigenem borelii.

Reakce protilatek s hlavnimi povrchovymi antigeny OspA a OspB borelii
je uzce specificka, jak ukazaly testy s rekombinantnimi antigeny v ELISA po
vysyceni, ale ovlivnéna heterogenitou genodruht borelii a variabilitou jejich
antigend.

Infekce borelie a EBV muze postihnout pacienty s jinou pfedchozi
diagnézou, napf. s roztrousenou skleré6zou a pfi onkologickych problémech.
Vlivem imunosupresivni léCby mohou mit sekundarni bakterialni a virové
infekce té€zSi chronizujici pribéh. Sekundarni infekce lze prokazat pouze
pfimymi metodami ISEM a PCR. Sérologie ELISA vlivem €asté promofenosti

lidi herpetickymi viry byva neprikazna. (34)
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2 EXPERIMENTALNI CAST
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Porovnavani ELISA metody c<{eského vyrobce TEST-LINE s.r.o.
s némeckym vyrobcem EIROIMMUN. Potvrzeni pozitivity je konfirmovano
metodou Western blot némecké firmy EUROIMMUN. Pfi stanoveni jsou
pouzivany soupravy se smésnymi antigeny Borrelia burgdorferi sensu stricto,

Borrelia afzelii a Borrelia garinii. Vysledky porovnani jsou uvedeny procentualné
vV zaveru prace.
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2.1 SOUBOR VZORKU

Vybér vzorki byl proveden na zakladé pozitivity ELISA testu firmy
EUROIMMUN bud u IgG nebo IgM protilatek. Vzorky poskytlo Oddéleni klinické
biochemie a hematologie, Synlab — OKBH Kartouzska s.r.o., Praha 5. Vzorky
byly shromazdovany jeden mésic a podle zasad Spravné laboratorni prace

zmrazeny na -20°C a za tyden spole¢né analyzovany.
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2.2 ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay)

Princip testu je zaloZzen na detekci antiboreliovych 1gG nebo IgM
protilatek v lidském séru, plazmé, mozkomiSnim moku nebo synovialni tekutiné
metodou EIA, typ sandwich, tj. pevna fadze — antigen — protildtka — znacena
protilatka. Pro detekci protilatek je pouzit sonifikovany celobunéény smésny
antigen vybranych kmenu borelie. ZnaCenou protilatkou byva praseci
imunoglobulinova frakce proti lidskému IgG nebo IgM konjugovana kifenovou
peroxidazou. Stanoveni peroxidazové aktivity se provadi pomoci substratu
s TMB. Pozitivita se projevuje zabarvenim reakéni smési a jeho intenzita se

méfi fotometricky (pro Bbsl pfi vinové délce 450nm).
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2.3 HODNOCENI VYSLEDKU A INTERPRETACE

Hodnoceni a interpretace vysledku jsou uvedeny v tabulce 2 a 3.
Vypocet indexu pozitivity (IP):
déleni absorbance testovaciho vzorku primérnou absorbanci CUT-OFF

naméfenou v téze sérii vySetfeni

IP = absorbance (vzorku)
primérna absorbance (CUT - OFF)

Tabulka 2. Interpretace vysledku

INDEX POZITIVITY IP HODNOCENI
NizSi nez 0,9 Negativni
0,9az1,0 Hranicni
VysSinez 1,0 Pozitivni

Tabulka 3. Hodnoceni vysledkd ELISA testu

oG - Nizké hodnoty IgM mohou byt zplsobeny i zkfizenou reakci
gL — . . -
s autoantigeny (neni to aktivni proces)
IgM + " : o
- Pozitivni reakce je pfiznakem primoinfekce
G + - Anamnestickeé protilatky
IgM — - “ o -
- Pfipadné chronicky stav onemocnéni
G + - Doznivani akutni faze
IgM + - Reaktivace procesu
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2.4 ELISA TEST-LINE

Imunoenzymatickd souprava pro stanoveni IgG a IgM protilatek proti
Borrelia burgdorferi sensu lato v lidském séru. Provadéno bylo sou¢asné ELISA
stanoveni pomoci rekombinantniho antigenu IgM.

Informace o pouzitém antigenu a pracovni postup jsou uvadény

vyrobcem.

Pouzity antigen

Pouzity antigen zahrnuje antigeny vSech hlavnich patogennich kmenu
borelii. Byl pfipraven kultivaci Borrelia garinii, Borrelia afzelii a Borrelia
burgdorferi sensu stricto. Vybrané kmeny jsou charakteristické obsahem
heterogennich izoforem povrchovych antigend OspA, OspC a vnéjsiho
extracelularnino antigenu p83-100, liSicich se antigenni strukturou i
molekulovou hmotnosti. Tento vybér zaruCuje optimalni pokryti patogennich

kmenu borelii. (35)

Pomiicky a reagencie

Vzorky, mikrotitraéni destiCky s navazanymi smési antigent Bbsl.,
kalibraCni séra, pozitivni kontrola, negativni kontrola, enzymovy konjugat,
promyvaci pufr, fedici roztok, TMB-Complete (substrat), zastavovaci roztok,
jedno a vicekanalové pipety na 10-100ul, zkumavky pro fedéni vzorkd,
jednorazové Spicky na pipetu, vicka na desticky, stopky, vlhka komdrka,

termostat na 37°C,

Pracovni postup

VSechny reagencie se vytemperuji na laboratorni teplotu.

Priprava vzorkl séra nebo plazmy:

Vzorky séra nebo plazmy se fedi Fedicim roztokem v poméru 1:100.
(Kalibra¢ni a kontrolni séra jsou pfedem nafedéna a pfipravena k pouZiti.)

Inkubace vzorku:
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Pipetuje se 100 pl kalibraniho séra, pozitivni kontroly nebo zfedéného
séra pacienta do jednotlivych jamek podle pipetovaciho protokolu. Inkubuje se
30min ve vlhké komurce pfi 37°C v termostatu.

Promyvani:

Vyprazdni se jamky a Ctyfikrat je promyji vzdy nejméné 200l

nafedéného pufru (podle pokynu vyrobce).

Inkubace konjugatu:

Pipetuje se 100ul konjugétu do kazdé jamky. Inkubuje se 30min ve vihké
komurce pfi 37°C v termostatu.
Promyvani:

Vyprazdni se jamky a pétkrat se promyji vzdy nejméné 200yl
nafedéného pufru.

Inkubace substratu:

Pipetuje se 100ul roztoku substratu do kazdé jamky. Inkubuje se 15min
ve vlhké komdUrce pfi 37°C v termostatu a v temnu.

Zastaveni reakce:

Pipetuje se 100ul zastavovaciho roztoku do kazdé jamky ve stejném
poradi a stejnou rychlosti jako roztok substratu.
Méfeni:

Fotometrické méfeni intenzity zabarveni se provadi pfi vinové délce
450nm do 10ti minut po pfidani zastavovaciho roztoku fotometrem MRX I

Revelation firmy DYNEX s.r.o.

Validita testu
Q.C. rovnice = quality control rovnice
CO = cutt off hodnota
= horni hranice normalnich hodnot doporu¢ena vyrobcem
NC = negativni hodnota

PC = pozitivni kontrola
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Test je platny, jestlize:

1.
2.

absorbance blanku je nizsi nez 0,150.

absorbance negativni kontroly je nizSi nez polovina priiméru absorbance
CoO.

NK < primérna absorbance CO / 2

primérna absorbance CO je v rozmezi 0,250 — 0,850

0,250 < prumérna absorbance CO < 0,850

absorbance pozitivni kontroly je vétSi nez dvojnasobek primérné
absorbance CO.

PK > 2 x primérna absorbance CO

Hodnoty se uvadi u kazdého méfeni. Pro spravné provedeni analyzy musi Q.C.

rovnice splfiovat tyto podminky:

1.

2
3.
4

blank < 0,150
0,9>C0O>0,25
CO > NC*2

PC >2*CO
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2.4.1 Stanoveni EIA Borrelia lgG firmy TEST-LINE s.r.o0.(=TL).

Hodnoty absorbanci a IP jsou uvedeny v tabulce 4.
Validita testu -Q.C.rovnice:

1. blank < 0,150

2.09> CO> 0,25 0,850 > 0, 661 > 0,250
3.CO> NC*2 0,661 > 0,164
4. PC> 2*CO 2,151 > 1,322

Tabulka 4. ELISA 1gG (TL)

identifikace, Cislo absorbance | index pozitivity | pozitivni/negativni

vzorku

blank

NK 0,08 0,12

CO (1) 0,65 0,99

CO (2) 0,66 1,00

CO (3. 0,67 1,01

PK 2,15 3,26
1 1,03 1,56 +
2 2,07 3,13 +
3 0,50 0,75 -
4 0,53 0,80 -
5 0,40 0,58 -
6 0,27 0,40 -
7 0,41 0,62 -
8 0,48 0,72 -
9 0,44 0,66
10 0,35 0,53 -
11 1,43 2,17 +
12 1,25 1,90 +
13 1,53 2,31 +
14 0,29 0,43 -
15 0,73 1,11 +
16 0,16 0,24
17 0,93 1,41
18 0,21 0,32 -
19 0,25 0,38 -
20 0,43 0,66 -
21 2,08 3,15 +
22 0,10 0,15 -
23 2,24 3,38 +
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Tabulka 5. Percentuelni vyjadfeni ¢etnosti pozitivity IgG (TL)

cetnost %
Negativni 14 60,87%
Hranicni 0 0,00%
Pozitivni 9 39,13%

Graf 1. Vyjadfeni Cetnosti pozitivity 19G (TL)

IgG TL

Pozitimi 39,13%

@ Negativni
B Hrani¢ni

O Pozitivni

Negatiwni 60,87%

Hrani¢ni 0,00%
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2.4.2 Stanoveni EIA Borrelia IgM firmy TEST-LINE s.r.o0. (=TL)

Hodnoty absorbanci a IP jsou uvedeny v tabulce 6.

Validita testu - Q.C.rovnice:
1. blank < 0,150

2.09> CO> 0,25 0,900 > 0, 610 > 0,250
3.CO> NC*2 0,610 > 0,224
4. PC> 2*CO 1,303 > 1,221

Tabulka 6. ELISA IgM (TL)

identifikace, Cislo absorbance | index pozitivity |pozitivni/negativni

vzorku

blank

NK 1,112 0,184

CO (1) 0,65 1,06

CO (2) 0,60 0,98

CO (3)) 0,59 0,96

PK 1,30 2,14
1 0,36 0,60 -
2 0,15 0,24
3 0,26 0,43 -
4 0,41 0,67 -
5 0,90 1,83 +
6 0,62 1,01 +
7 0,19 0,31 -
8 0,39 0,64 -
9 0,22 0,36 -
10 0,36 0,59 -
11 0,24 0,40 -
12 0,52 0,85 -
13 0,32 0,52 -
14 0,61 1,00 hrani¢ni
15 0,36 0,59 -
16 0,29 0,48 -
17 0,16 0,26 -
18 0,08 0,13 -
19 0,69 1,13 +
20 0,71 1,20 +
21 0,11 0,18 -
22 0,20 0,32 -
23 0,29 0,48 -
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Tabulka 7. Percentuelni vyjadfeni etnosti pozitivity IgM (TL)

cetnost %
Negativni 18 78,26%
Hraniéni 1 4,35%
Pozitivni 4 17,39%

Graf 2. Vyjadfeni Cetnosti pozitivity IgM (TL)

IgM TL

Pozitimi 17,39%

Hraniéni 4,35%

@ Negativni
B Hraniéni

O Pozitini

Negativni 78,26%
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2.4.3 Stanoveni EIA Borrelia rekombinant IgM firmy TEST-LINE
S.r.0.(=TL)

Hodnoty absorbanci a IP jsou uvedeny v tabulce 8.

Validita testu - Q.C. rovnice:
1. blank < 0,150

2.0,9>C0>0,25 0,900 > 0,645 > 0,25
3. CO > NC*2 0,645 > 0,21
4. PC>2*CO 1,817 > 1,291

Tabulka 8. ELISA IgM rekombinantni (TL)

izir:lt(lzkace, cislo | absorbance ! index pozitivity | pozitimi/negatimni
blank  _ _ _ _ _ 4 ____________
NK 111 0163 _ |

[co@)_ _ _ _!_ _069_ q __L06 _ | _ _ _ _ _ _
CO (2.) I 0,61 0,94

CO (3.) I 0,64 | 1,00

PK I 182 | 2,82

| f
___1___j_o,lg_F__o,l_E:_____;___
2 0,11 0,17 -

3 0,12 0,19 -
___4___I_Q,zg_F__o,:is_____;___
5 , _ 0,80 1,50 +
6 L 1,41 2,19 +
____7___.__0,57_{__0;72_ _____ - _
8 I 0,11 0,17 r -

9 I 0,19 | 0,29 -
___10___'__0,55_:]__0;85___F___-___
11 | 0,26 0,41 -

12 I 0,18 | 0,28 -
___13___'__0,;%0_%__0;46___L___-___

14 ' 0,60 0,99 hraniéni

15 " 0,79 ! 1,22 +
___1§__7_9,59_F_9,9_3____h_raméni__

17 T 7 0,21 0,32 -

18 : 0,27 | 0,42 -
___19__4_0,3§_F__0,5_6_____;___
20 . 0,65 1,10 +
21 L, _ 016 | 0,25 -
___23__4_9,1§_F__0,2_8_____;___
23 | 0,24 0,37 -
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Tabulka 9. Percentuelni vyjadfeni ¢etnosti pozitivity IgM rekombinantni (TL)

cetnost %
Negativni 17 73,91%
Hraniéni 2 8,70%
Pozitivni 4 17,39%

Graf 3. Vyjadfeni Cetnosti pozitivity IgM rekombinantni (TL)

IgM rekombinantni TL

Pozitimi 17,39%

Hrani¢ni 8,70% O Negativni

B Hraniéni

O Pozitim{

Negatiwni 73,91%
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2.5 ELISA EUROIMMUN

Imunoenzymatickd souprava pro stanoveni IgG a IgM protilatek proti

B. burgdorferi sensu lato v lidském séru.

Informace o pouzitém antigenu a pracovni postup jsou uvadény

vyrobcem.

Pouzity antigen

Antigeny byly izolovany z obzvladt vhodnych kmend borelie (Borrelia
burgdorferi sensu stricto, Borrelia garinii a Borrelia afzeli). Vykultivované kmeny
byly solubilisovany pomoci sodium dodecyl sulfatu. Pouzitd smés antigen

obsahuje vSechny vyznamné proteiny.(36)

Pomiicky a reagencie

Vzorky, mikrotitracni desticky s navazanymi smési antigend Bb,
kalibraCni séra, pozitivni kontrola, negativni kontrola, enzymovy konjugat,
promyvaci pufr, vzorkovy pufr, chromogen/substrat, stop roztok, jedno a
vicekanalové pipety na 10-100pl, zkumavky pro fedéni vzorkl, jednorazové

Spicky na pipetu, vicka na desticky, stopky, vihka komurka

Pracovni postup:

VSechny reagencie se vytemperuji na laboratorni teplotu.

Priprava vzorkl séra nebo plazmy:

Vzorky séra nebo plazmy se fedi vzorkovym pufrem 1: 100. (Kalibra¢ni a
kontrolni séra jsou pfipravena k pouZiti.)

Inkubace vzorku:

Pipetuje se 100 pl kalibraniho séra, pozitivni kontroly nebo zfedéného
séra pacienta do jednotlivych jamek podle pipetovaciho protokolu a inkubuje se

30min pfi laboratorni teploté.
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Promyvani:
Vyprazdni se jamky a tfikrat je promyji vzdy nejméné 200pl nafedéného
pufru (podle pokynu vyrobce).

Inkubace konjugétu:

Pipetuje se 100ul zfedéného konjugatu do kazdé jamky. Inkubuje se
30min pfi laboratorni teploté.
Promyvani:

Vyprazdni se jamky a tfikrat je promyji vzdy nejméné 200ul nafedéného
pufru.

Inkubace substratu:

Pipetuje se 100ul roztoku chromogen/substrat do kazdé jamky. Inkubuje
se 15 min ve tmé pfi laboratorni teploté.

Zastaveni reakce:

Pipetuje se 100pl zastavovaciho roztoku do kazdé jamky ve stejném
poradi a stejnou rychlosti jako roztok chromogen/substrat.
Méreni:

Fotometrické méfeni intenzity zabarveni se provadi pfi vinové délce 450
nm (a referencni vinové délce 630nm) do 30 minut po pfidani zastavovaciho

roztoku fotometrem MRX Il Revelation firmy DYNEX s.r.o0.

Validita testu

Q.C. rovnice = quality control rovnice

CO = cutt off hodnota

= horni hranice normalnich hodnot doporu¢ena vyrobcem
NC = negativni hodnota

PC = pozitivni kontrola
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Test je platny, jestlize:

1. Horni hranice normélnich hodnot (CUT-OFF hodnota), ktery doporucuje
EUROIMMUN, je 20 RU/ml.

2. Hodnoty vysSi nez horni hranice jsou hodnoceny jako pozitivni, hodnoty

3. absorbance negativni kontroly je niz8i nez CO.

4. absorbance pozitivni kontroly je vy3Si nez CO.

Hodnoty se uvadi u kazdého méfeni a pro spravné provedeni analyzy musi
Q.C. rovnice splfiovat tyto podminky:
PK> CO > NK
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2.5.1 Stanoveni EIA Borrelia IgG firmy EUROIMMUN (=EU).

Hodnoty absorbanci a IP jsou uvedeny v tabulce 10.

Validita testu - Q.C.rovnice:

PK> CO > NK

0,999 > 0,227 > 0,013

Tabulka 10. ELISA IgG (EV)

identifikace, Cislo absorbance | index pozitivity | pozitivni/negativni

vzorku

blank

NK 0,01 0,06

CO (1) 0,23 1,00

PK 1,00 4,41
1 0,40 1,72 +
2 1,41 6,11 +
3 0,28 1,20 +
4 0,35 1,41 +
5 0,05 0,31 -
6 0,08 0,53 -
7 0,07 0,43 -
8 0,32 0,37 -
9 0,38 1,47 +
10 0,04 0,19 -
11 0,82 3,30 +
12 0,94 4,15 +
13 1,46 6,50 +
14 0,08 0,34 -
15 0,39 1,94 +
16 0,03 0,15 -
17 0,51 2,62 +
18 0,97 0,63 -
19 0,02 0,16 -
20 0,06 0,45 -
21 0,41 2,67 +
22 0,05 0,34 -
23 1,49 6,70 +

58




Tabulka 11. Percentuelni vyjadfeni ¢etnosti pozitivity IgG (EU)

cetnost %
Negativni 11 47,83%
Hraniéni 0 0,00%
Pozitivni 12 52,17%

Graf 4. Vyjadfeni Cetnosti pozitivity 1IgG (EU)

IgG EU

Pozitivni 52,17%

Hrani¢ni 0,00%

Negativni 47,83%

@ Negativni
® Hrani¢ni
O Pozitimni
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2.5.2 Stanoveni EIA Borrelia IgM firmy EUROIMMUN (=EU).

Hodnoty absorbanci a IP jsou uvedeny v tabulce 12.

Validita testu - Q.C.rovnice:

PK> CO > NK

1,19> 0,407 > 0,08

Tabulka 12. ELISA IgM (EU)

identifikace, Cislo absorbance | index pozitivity | pozitivni/negativni

vzorku

blank

NK 0,08 0,20

CO (1) 0,41 1,00

PK 1,19 2,92
1 0,08 0,22 -
2 0,79 2,13 +
3 0,06 0,17 -
4 0,18 0,62 -
5 0,42 1,46 +
6 1,59 5,50 +
7 0,39 1,10 +
8 0,40 1,20 +
9 0,20 0,54 -
10 0,40 1,20 +
11 0,17 0,45 -
12 0,21 0,52 -
13 0,35 0,81 -
14 0,89 2,20 +
15 1,11 2,50 +
16 0,60 1,90 +
17 0,12 0,29 -
18 0,42 1,40 +
19 0,41 1,36 +
20 0,47 1,64 +
21 0,08 0,28 -
22 0,41 1,38 +
23 0,22 0,75 -
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Tabulka 13. Percentuelni vyjadreni Cetnosti pozitivity IgM (EU)

Cetnost %
Negativni 10 43,48%
Hraniéni 0 0,00%
Pozitivni 13 56,52%

Graf 5. Vyjadfeni Cetnosti pozitivity IgM (EU)

Pozitivni 56,52%

IgM EU

Negatini 43,48%

Hrani¢ni 0,00%

O Negativni
® Hrani¢ni
O Pozitivni
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2.6 EUROIMMUN WESTERN BLOT

Konfirmace metodou WB se provadi pfi hraniénim nebo pozitivnim
ELISA testu. WB je vhodné provést i u negativniho ELISA testu a pozitivnich
klinickych pfiznacich.

Antigen  pro  Anti-Borrelia-burgdorferi-WESTERN  BLOT  firmy
EUROIMMUN je ziskan ze zvlast vhodného kmene Borrelia burgdorferi sensu
lato. Vykultivovana borelie byla pfevedena do roztoku pomoci sodium dodecyl
sulfatu. Rozpustné proteiny byly diskontinualni polyacrylamidovou gelovou
elektroforézou rozdéleny podle molekulové hmotnosti a pFeneseny na

nitrocelul6zu.

Pomiicky a reagencie
Vzorky, potaZzené testovaci stripy, univerzalni pufr, konjugat, roztok
substratu, destilovana voda, zkumavky na fedéni séra, automaticka pipeta,

kyvava tfepacka

Pracovni postup

Pfiprava
Blotovaci stripy se umisti do inkubacnich kanalkd obsahujicich 1,5 ml
univerzalniho pufru, které se nechaji 15min tfepat pfi laboratorni teploté.

Inkubace vzorku

Pufr se odsaje, pipetuje se 1,5 ml zfedéného séra (1:51) do inkubacnich
kanalkd, které se nechaji 30 min tepat pfi laboratorni teploté.
Promyvani

Odsaje se sérum a promyje se 1,5ml univerzalnim pufrem tfikrat po péti
minutach v kyvavé tfepacce.

Inkubace s konjugatem

Odsaje se pufr a pipetuje se 1,5 ml konjugatu do inkubacnich kanalkd,

necha se 30min tfepat pfi laboratorni teploté.

62



Promyvani
Odsaje se sérum a promyje se 1,5ml univerzalnim pufrem tfikrat po péti
minutach v kyvavé tfepacce.

Inkubace se substratem

Odsaje se pufr, pipetuje se 1,5ml roztoku substratu do inkubacnich
kanalkd, necha se 10min tfepat pfi laboratorni teploté.
Zastaveni

Odsaje se pufr a kanalky se stripy se tfikrat proplachnou destilovanou

vodou.

Vizualni hodnoceni a interpretace vysledkii

Tabulka 14. Hodnoceni vysledkd WB

Kategorie Antigeny

1 ZkFizené reaguijici a nedefinované antigeny s molekulovou
hmotnosti 15 kDa, 17 kDa,
28 kDa, 32 kDa, 36 kDa, 43 kDa, 47 kDa, 50 kDa, 57 kDa,
59 kDa, 62 kDa a 75 kDa.

2 Rodové specifické antigeny s molekulovou hmotnosti 41
kDa (flagellin).

3 Druhové specifické a vysoce specifické antigeny s
molekulovou hmotnosti 18 kDa,
21/22 kDa, 25 kDa, 31 kDA, 34 kDa, 39 kDa a 83 kDa.
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Tabulka 15. Interpretace IgG protilatek

Vysledky Charakteristika

Negativni Zadné prouzky nebo slabéa reakce z kategorie
laZ2.

Hrani€ni nebo suspektni Jeden zfetelny prouzek z kategorie 3 a nékolik

zietelnych signall z kategorie 1 a 2.
Doporucujeme odebrat novy vzorek a test za

nékolik tydnU zopakovat.

pozitivni Vice nez jeden zfetelny prouzek z kategorie 3.
zejména v pripadé pacientl v pozdéjsim stadiu

nemoci, miizeme nachazet vice prouzku

z kategorie 1 a 2.

Tabulka 16. Interpretace IgM protilatek

Vysledky Charakteristika

Negativni Zadné hodnotitelné antigenni prouzky nebo
slaba intenzita nékterych prouzkl z kategorie
1.

Hraniéni nebo suspektni Jeden antigenni prouzek z kategorie 2
(flagellin, p 41). Doporu€ujeme po nékolika

tydnech odebrat novy vzorek a test opakovat.

pozitivni Alesporn jeden zfetelny prouzek z kategorie 3.
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Tabulka 17. Popis a rozdéleni jednotlivych antigena.

Molekulova . -
) Antigen Specificita
vaha
Membranovy, Vysoce specificky
p83 kDa _
vezikularni (degradacni produkt p100)
Proteiny teplotniho Nespecificky
p75 kDa yiep P Y
Soku
Membranovy -
_ Nespecificky
p62 kDa Proteiny teplotniho
Soku
Nespecificky
p57/59 kDa
(Casna faze infekce)
Nespecificky
p50 kDa P Y
Pravdépodobné genoveé
p47 kDa 3
specificky
Nespecificky
p43 kDa P Y
_ Rodové specificky
p4l kDa flagellin
Vysoce specificky
p39 kDa
Specifita nejista
p36 kDa
Zevni povrchovy protein B
p34 kDa Osp B o
Vysoce specificky
Rodové specificky
p32 kDa
Zevni povrchovy protein A
p31 kDa Osp A

Vysoce specificky

65




Pravdépodobné specificky

p29 kDa
Nespecificky
p28 kDa P Y
Zevni povrchovy protein C
p25 kDa Osp C -
Vysoce specificky
Cast komplexu Osp C
p21/22 kDa OspC o
Vysoce specificky
Pravdépodobné specificky
pl18 kDa P P y
Nedefinovany
pl7 kDa
Vysoce specificky
VISE Y P Y
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Stanoveni bylo provedeno testovaci soupravou Systémy pro stanoveni

borelizy Western blotem IgG a Systémy pro stanoveni borelibzy Western

blotem IgM firmy EUROIMMUN.

Tabulka 18. Vysledky konfirmace WB

Cislo WB IgG WB IgM
vzorku
1 pl18,p41, p83,ViskE = + Negativni
Pozitivni
2 p39,p18,p41,p83,ViskE = + Negativni
Pozitivni
3 Negativni Negativni
4 Negativni Negativni
5 Negativni P25,p31,p41,p83 = +
Pozitivni
6 Negativni P18p39,p41,p25 = +
Pozitivni
7 Negativni Negativni
8 Negativni Negativni
9 Negativni Negativni
10 Negativni Negativni
11 p39,p18,p34,p41,p83,VisE = + Negativni
Pozitivni
12 pl19,p21,p25,p28,p39,VisE = + Negativni
Pozitivni
13 P18,p25,p83,VisE = + Negativni
Pozitivni
14 Negativni P25,p18,p41 = +
Pozitivni
15 Negativni P25 =+

Hraniéni hodnota,

opakovat za 4-6 tydnu
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16 Negativni Negativni
17 p31,p83, ViskE = + Negativni
Pozitivni
18 Negativni Negativni
19 Negativni Negativni
20 Negativni P41,p39 =+
Hrani¢ni hodnota
21 pl18,p21,p25,p30,p39,VisE = + Negativni
Pozitivni
22 Negativni P31 =+
Hrani¢ni hodnota,
opakovat za 4-6 tydnu
23 p21,p31,p39,p83,VisE = + Negativni

Pozitivni
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Tabulka 19. Percentuelni vyjadfeni ¢etnosti pozitivity WB

19G 19G% IgM IgM%
Negativni 15 65,22 17 73,91
Pozitivni 8 34,78 6 26,09

Graf 6. WB vyjadreni Cetnosti pozitivity IgM

WB IgM

Pozitini 26,09%

Negativni 73,91%

O Negativni
B Pozitivni
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Graf 7. WB vyjadieni Cetnosti pozitivity IgG

WB IgG

Pozitini 34,78%

@ Negativni
W Pozitivni

Negativni 65,22%
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Tabulka 20. Vysledky vSech testl

¢isLo ELISA | ELISA | ELISA | ELISA E'-T'EA we | we
|(§13 |(I3E||v| E;IE; |cT;I|§/| IGM ICE'G |c|§||v|
RECOMBI
1 ) ) * B - + -
2 ’ F * - - + -
3 4 ] ] _ _ : -
4 N ] ] _ _ : -
5 ] . _ - - _ :
6 ] . : - - _ +
7 ] . _ _ : _ :
8 N . ] _ _ : -
9 N ] ] _ _ : -
10 ] . : _ _ _ _
11 N _ - _ _ : :
N ' ) * B - + -
13 N _ - _ _ - :
14 ] . _ ; - : :
15 4 s N _ - : -
16 i . ] _ ; : :
17 . ] : _ _ : _
18 ] . : _ _ _ _
19 i s ] . _ : -
20 ] . _ - - _ i
- " ) * B - + -
22 ] . _ _ _ : :
” ' ] * - - + -
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Tabulka 21. WB/ELISA - SHODA/NESHODA

IgM rekombinantni IgM (TL) IgG (TL) —1lgG (EVU) | |—IgM (EV)
1 SHODA SHODA SHODA SHODA SHODA
2 SHODA SHODA SHODA SHODA NESHODA
3 SHODA SHODA SHODA NESHODA SHODA
4 SHODA SHODA SHODA NESHODA SHODA
5 SHODA SHODA SHODA SHODA SHODA
6 SHODA SHODA SHODA SHODA SHODA
7 SHODA SHODA SHODA SHODA NESHODA
8 SHODA SHODA SHODA SHODA NESHODA
9 SHODA SHODA SHODA NESHODA SHODA
10 SHODA SHODA SHODA SHODA NESHODA
11 SHODA SHODA SHODA SHODA SHODA
12 SHODA SHODA SHODA SHODA SHODA
13 SHODA SHODA SHODA SHODA SHODA
14 SHODA SHODA SHODA SHODA SHODA
15 SHODA NESHODA | | NESHODA| |NESHODA SHODA
16 NESHODA SHODA SHODA SHODA NESHODA
17 SHODA SHODA SHODA SHODA SHODA
18 SHODA SHODA SHODA SHODA NESHODA
19 SHODA NESHODA SHODA SHODA NESHODA
20 SHODA SHODA SHODA SHODA SHODA
21 SHODA SHODA SHODA SHODA SHODA
22 NESHODA NESHODA SHODA SHODA SHODA
23 SHODA SHODA SHODA SHODA SHODA
SHODA 21 20 22 19 16
NESHODA 2 3 1 4 7
% shody 91,30% 86,96% 95,65% 82,61% 69,57%
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Graf 8. Grafické vyjadieni shody ELISA s WB

Shoda ELISA testti s WB

IgM recombi IgM (TL) 1gG (TL) 1gG (EV)

IgM (EU)

B Neshoda
@ Shoda
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2.7 DISKUZE

Spirochéta Borrelia burgdorferi sensu lato je patogenni bakterie, ktera
vyvolava multisystémové onemocnéni Lymeskou boreliézu, které je nejcastéjsi
zoondzou a zpUsobuje v CR ro&né priblizné 3 500 onemocnéni.

V prvni, teoretické Casti, jsem se zaméfila na popis zakladnich informaci
o puvodci onemocnéni, klinickych pFiznacich, 1é¢bé, prevenci, patogenezi,
morfologii spirochéty a laboratorni diagnostiku s moznosti zkfizenych reakci.
Antigeny, které jsou zodpovédné za poclatek a prubéh nemoci, patfi mezi
proteiny vyskytujici se na vné&jSi membrané. Jsou to antigeny zodpovédné za
tvorbu €asnych (IgM) nebo pozdnich (IgG) protilatek, diagnostikovatelnych
laboratornimi metodami. Pfehled diagnostickych metod je uveden.

Vyrobci testovacich souprav a odborna literatura uvadi, Ze s ohledem na
reaktivitu organizmu na Bbsl je nezbytné brat v ivahu pomalou tvorbu protilatek
v Casném stadiu onemocnéni, moznost ovlivnéni tvorby protilatek pfedchozi
aplikaci antibiotik, netypickou dynamiku protilatkové odpoveédi, séronegativitu u
malého procenta nemocnych, moznost zkfizenych reakci u osob s jinym
spirochétalnimi bakteriemi a nepatogennimi boreliemi. | u gravidnich Zen lze
zaznamenat faledné pozitivni nalezy. Je vhodné také pocitat s moznou
laboratorni chybou.

Nutné a EUCALBem doporu€ované je provadét konfirmace WB IgG a
IgM kazdého pozitivniho ELISA testu, pravé kvali vylouCeni zkfizené reakce.
Doporu€ovano je také provadét konfirmaci u negativniho ELISA testu a
pritomnych Kklinickych pfiznacich. Ztoho vyplyva nutna komunikace mezi
laboratofi a klinickym pracovistém.

Vyhodou WB je moznost detekovat a analyzovat reakci protilatek proti
jednotlivym antigennim proteinGm Bbsl. Laboratofe, které uZivaji kombinaci
ELISA a WB a maji kombinovanou senzitivitu a specificitu primérné 85 az 95%.
(37)

Experimentalni ¢ast je zaméfena na porovnani soupravy EIA Borrelia
IgG a EIA Borrelia IgM a EIA Borrelia IgM rekombinantni ¢eského vyrobce
TEST-LINE s.r.o. a soupravy ELISA Borrelia IgG a ELISA Borrelia IgM

némeckého vyrobce EUROIMMUN s konfirmaci Western blotem testovaci
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soupravou Systémy pro stanoveni borreliozy Western blotem IgG a Systémy
pro stanoveni borreliézy Western blotem IgM firmy EUROIMMUN.
Podle experimentalniho méfeni a jeho vysledkl porovnani souprav se:

IgG TEST-LINE shoduje v 95,65% s WB

IgM TEST-LINE shoduje v 86,96% s WB

IgM rekombinantni TEST-LINE shoduje v 91,3% s WB

lgG EUROIMMUN shoduje v 82,61% s WB

IgM EUROIMMUN shoduje v 69,57% s WB

Bylo zjisténo, Ze vyrobky firmy TEST-LINE vykazuji vétSi procentualni
shodu v ELISA testech pfi stanovovani protilatek IgG, IgM i rekombinantni IgM.
Shoda v testech ELISA TL a WB EU IgG je 95,65%, IgM je 86,96% a IgM
rekombinantni je 91,3%. Shoda v testech ELISA EU a WB EU IgG je 82,61% a
IgM je 69,57%.

Podle vysledkd naseho méfeni testy souprav firmy EU vykazuji u IgG o
13% vétsSi neshodu a u IgM o 17% vétSi neshodu v ELISA testech oproti
soupravam IgG a IgM firmy TL (IgM proti rekombinantnimu antigenu IgM TL o
22% vétsi neshodu).

Statni zdravotni ustav a jeho referencni laboratof pro lymeskou boreliézu
pribézné sleduje a provadi porovnavani souprav riznych vyrobcu dostupnych
na nasSem trhu. Z jejich vysledkd vyplyva, ze €im vy3sS8i je senzitivita testd, tim

Uvadi, Ze vétSina komer&nich testd ma vzdjemné srovnatelnou senzitivitu
I specificitu, protoZe byly vyrobeny podle schvalovaciho protokolu FDA 510K.
(29)

NaSe experimentalni porovnani se svySe uvedenym porovnanim
referencni laboratofe shoduje.

A dovolte mi zajimavost na zavér. V publikaci némeckého prof. Kimmiga
et al. Klisté jsem v kapitole o vyskytu klistat nasla zminku o tom, Ze tak Casto
v literatufe uvadéna osmi set metrova hranice moznosti vyskytu Kklistat
neexistuje. Omyl vychazi zvyzkumu provedeného na Uzemi byvalého
Ceskoslovenska, kde jsou dle jeho nazoru hory vysoké maximaln& osm set

metru.
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2.8 ZAVER

Onemocnéni LB patfi vCeské republice k pomérné &astym
onemocnénim pfenasenych klistaty.

Borelie je jednim z organizmu, u kterého je znama sekvence celého
geonomu, tudiZz Ize patogenezi tohoto onemocnéni pokladat za dobfe
prostudovanou.

V oblasti laboratorni diagnostiky je diky rozvoji EIA metod moznost
stanovovani protilatek, napfiklad ELISA metodou, prakticky v kazdé laboratofi.
Pozitivni testy je vhodné konfirmovat metodou Western blot. K dispozici je velké
mnozstvi vyrobcl dodavajicich testovaci soupravy.

Porovnavani dvou vyrobcl je vénovana experimentalni ¢ast. Podle
naseho méreni soupravy EIA Borrelia 1gG, IgM a rekombinantni IgM firmy
TEST-LINE vykazuji vysSi procentualni shodu s konfirmaci WB testovaci
soupravou Western blot IgG a IgM nez soupravy EIA Borrelia IgG a IgM firmy
EUROIMMUN.
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2.9 SEZNAM ZKRATEK

Bb

Bbsl
Bbss
Bdr
EUCALB
CO

EBV

EIA
ELISA

EU
FDA
HsP
HsP60
IFA

ISEM
kDa
LB
NC
Osp
PC
PCR

Q.C.
TMB Complete

TL

Borrelia burgdorferi

Borrelia burgdorferi sensu lato

Borrelia burgdorferi sensu stricto

Borrelia diarect repeat = vlastni regulaéni geny

European Union Concerted Action on Lyme Borreliosis
Cut Off = horni mez normalnich hodnot (udavana vyrobci)
Epsteina — Barrové Virus

Enzyme Immunosorbent Assay = enzymova imunoalalyza
Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay = imunoenzymaticka
metoda ke zjisténi protilatek

EUROIMMUN

Food and Drug Administration

Heat shock Proteins = proteiny teplotniho Soku

axonalni protein nervovych bunék

imunofluoroanalyza

Imunoglobulin G

Imunoglobulin M

Index Pozitivity

Imunosorbentni Elektronova Mikroskopie

kilodaltony

Lymeské& Boreli6za

Negativni kontrola

Outer surface proteins, vnéjsi povrchoveé proteiny
Pozitivni kontrola

Polymerace Chain Reaction = polymerazova fetézové
reakce

Quality Control

jednoslozkovy chromogenni substratovy roztok
TEST-LINE s.r.o.

7



VIsSE Variable major protein-like sequence, Expressed =
exprimovana sekvence podobna jednotce hlavniho
variabilniho proteinu

wWB Western Blot
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