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Abstrakt

Uvod: Zanétliva kardiomyopatie (ZKMP) patii mezi nefamiliarni formy dilataéni
kardiomyopatie (DKMP) a endomyokardialni biopsie (EMB) je stéZejni pro jeji
diagnostiku.

Cile: Zjistit u nemocnych s DKMP nejasné etiologie prevalenci ZKMP, zhodnotit
vyznam sérologického vySetfeni protilatek proti kardiotropnim infekénim agens
a posoudit efekt cilené 1écby vedené vysledky EMB.

Metodika: EMB byla provedena u 56 jedinci pramérného veéku 52+10 Ilet
s DKMP nejasné etiologie a ejekéni frakci (EF) levé komory (LK) < 40%
s anamnézou srde¢niho selhani krat$i nez 1 rok. Vzorky EMB byly analyzovany
imunohistochemicky, —metodou polymerazové fetézové reakce (PCR)
a elektronovou mikroskopii.

Vysledky: Imunohistochemické vysetieni prokazalo zanétlivé postizeni myokardu
u 26 jedinci (46%), PCR metodou byl genom mikrobialniho agens zjistén u 32
jedincti (57%). Elektronova mikroskopie prokazala pfitomnost ¢astic mikrobialnich
agens u 41 jedincl (73%). Sérologickym vySetienim krve jsme nezjistili pozitivitu
IgM protilatek proti zadnému z vysSetfovanych mikrobialnich agens. Cilena 1écba
antibiotiky u nemocnych s prikazem genomu Borrelia burgdorferi v EMB vedla
k zmensSeni rozméra LK, zlepSeni EF LK a zmirnéni symptomatologie srde¢niho
selhani.

Zavér: ZKMP je castou priC¢inou DKMP nejasné etiologie. Cilena 1écba
antibiotiky vede u nemocnych s EMB prikazem genomu Borrelia burgdorferi
ke zlepseni morfologicko-funkénich parametri LK a ke zmirnéni symptomatologie
srdecniho selhani. Sérologické vySetieni se nezda byt pfinosné pro diagnostiku
ZKMP.

Kli¢ova slova: dilata¢ni kardiomyopatie, endomyokardidlni biopsie, myokarditida,

virus, Borrelie



Abstract

Introduction: Inflammatory cardiomyopathy (DCMi) represents a non-familial
form of dilated cardiomyopathy (DCM) and endomyocardial biopsy (EMB) is
crucial for its diagnosis.

Aims: To assess the prevalence of DCMi in patients with DCM of unclear origin,
to evaluate the significance of serological tests for antibodies against infectious
cardiotrophic agents and to analyze the effect of specific therapy guided by EMB
results.

Methods: EMB was performed in 56 subjects (mean age 52 + 10 years) with DCM
of unclear etiology and left ventricular (LV) ejection fraction (EF) < 40% with
a history of heart failure less than 1 year. EMB samples were analyzed by
immunohistochemistry, polymerase chain reaction (PCR) and electron microscopy.
Results: Immunohistochemical examination revealed myocardial inflammation in
26 patients (46%), the PCR method detected genome of microbial agents in 32
patients (57%). Electron microscopy showed the presence of particles of microbial
agents in 41 patients (73%). Serological blood tests found no IgM antibody
positivity against any of the investigated microbial agents. Targeted antibiotic
therapy in patients with evidence of Borrelia burgdorferi (Bb) genome in the EMB
led to a reduction in LV size, improvement of LV EF and alleviate symptoms of
heart failure.

Conclusion: DCMi is a frequent cause of DCM of unclear etiology. Specific
antibiotic therapy in patients with evidence of Bb genome in EMB seems to
improve morphological and functional parameters of the LV and to alleviate
symptoms of heart failure. Serology does not appear to be beneficial for diagnosis
of DCMi.

Keywords: dilated cardiomyopathy, endomyocardial biopsy, myocarditis, virus,

Borrelia



1. Uvod

Zangtliva kardiomyopatie (ZKMP) je definovana jako myokarditida spojena se
srdecni dysfunkci (1) a patii mezi nefamiliarni formy dilatacni kardiomyopatie
(DKMP) (2). Myokarditidu vedouci ke vzniku ZKMP pfedstavuje akutni nebo
chronicky zanétlivy proces myokardu, ktery mtze mit celou fadou infekénich (3) ¢i
neinfekénich pficin (4). Podstatné Castéji se na rozvoji myokarditidy podileji
infekéni agens, a to pfedev§im virova (5). VSeobecné je pfijiman tfistupnovy
model vyvoje ZKMP, kdy na akutni zanét navazuje faze chronického poskozeni
myokardu, které je charakterizovdno remodelaci srdce a vyvojem systolické
dysfunkce levé komory (LK) (6). K definitivnimu prikazu zanétu srde¢niho svalu
je u jedincti s podezienim na ZKMP provadéna endomyokardialni biopsie (EMB).
Komplexni analyza EMB se v soucasnosti opird o vysetfeni imunohistochemické
zaméfené na prukaz perzistujici infekce v myokardu. Imunohistochemické
vysetfeni ZKMP vyuziva detekce Sirokého spektra antigent lidskych leukocyti
tiidy I a II (HLA I a II), a prikazu CD (cluster of differentation) znaki
infiltrujicich zanétlivych bunék (7). Mikrobiologické vySetfeni je postaveno na
prikazu pfitomnosti kardiotropnich virdt ¢&i nevirovych patogenti v myokardu
nejéastéji polymerazovou fetézovou reakci (PCR). Cetnost zachytu jednotlivych
virovych agens v EMB se podle dosud provedenych praci velice lisi (8, 9)
a o vyskytu nevirovych agens jako napf. borrelii existuje jen minimalni mnoZzstvi
poznatki  (10). Komplexni analyza EMB zalozenda na kombinaci
imunohistochemickych a mikrobiologickych metod je nutna s ohledem na moznost
podavani specifické 1é¢by. U nemocnych s prikazem mikrobialniho agens v. EMB
ptipada v tivahu cilena 1é¢ba antibiotiky (11), antivirotiky (12) ¢i imunomodulaéni
1écba interferony (13). Nemocné s absenci mikrobialnich agens v EMB a prikazem

zanétlivé infiltrace myokardu je mozné 1é€it naopak imunosupresivy (14, 15).
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2. Cile a hypotézy

Cil ¢islo 1:

Zjistit u nemocnych s dilatacni kardimyopatii nejasné etiologie a anamnézou
srdecniho selhani kratsi nez 1 rok prevalenci ZKMP, a to na zakladé komplexniho
vysetfeni endomyokardialni biopsie s hodnocenim:

- pfitomnosti imunohistochemickych znamek zanétu myokardu;

- pfitomnosti genomu fady kardiotropnich vird (herpetickych vird, enterovird,
adenovirti a parvoviru B 19) a genomu Borrelia burgdorferi;

- elektronmikroskopické pfitomnosti mikrobidlnich agens, a to pfedevsim virovych

Hypotéza ¢islo 1:

Jedinci se ZKMP piedstavuji vyznamnou podskupinu nemocnych s morfologicko-
funkénim obrazem dilataéni kardiomyopatie. Pfitomnost virového agens
v myokardu je Castd, virova agens se navic nemusi vyskytovat v myokardu
izolované, kdy neziidka lze prokazat pozitivitu dvou i vice virovych patogent.
Ceska republika je vysoce endemickou oblasti lymeské borrelidzy a Borrelia
burgdorferi se tak mize ¢asto podilet na vzniku ZKMP. Elektronova mikroskopie
muze byt ptinosnd v diagnostice ZKMP, protoze se na rozdil od PCR neomezuje

na detekci jen pfedem uréenych mikrobialnich agens.

Cil ¢islo 2:
Zhodnotit vyznam sérologického vySetfeni protilatek proti kardiotropnim virim

a Borrelia burgdorferi v diagnostice biopticky zjisténé ZKMP.

Hypotéza cislo 2:
Pozitivni nalez protilatek v tfidach IgM a IgG je uziteCny pro diagnostiku

a hodnoceni aktivity virového, resp. nevirového infekéniho onemocnéni.



Sérologické vySetfeni protilatek proti kardiotropnim virim a Borrelia burgdorferi
mize byt tedy ptinosné pfi hodnoceni vyznamu perzistence virovych a dalSich

infekénich agens detekovanych v EMB.

Cil ¢islo 3:
Zhodnotit, zdali cilend 1écba vede ke zlepSeni strukturdlnich zmén a systolické
funkce LK a zlepSeni symptomatologie srdecniho selhani u nemocnych s biopticky

verifikovanou ZKMP.

Hypotéza cislo 3:

Borrelia burgdorferi je povazovana za primarni patogen. V piipadé prikazu této
spirochety v EMB povede cilena lécba antibiotiky k vyznamnému zlepSeni
morfologickych a funkénich parametri LK a ke zmirnéni symptomatologie
srde¢niho selhani.

Perzistence virt v myokardu mize souviset srozvojem ZKMP a cilené 1écba
antivirotiky by tedy mohla vést k pfiznivému ovlivnéni echokardiograficky
zjistovanych parametri LK a ke zmirnéni obtizi nemocnych hodnocenych NYHA
(New York Heart Association) klasifikaci.

Kombinovana imunosupresivni 1é€ba u nemocnych s prikazem zanétlivého
postizeni myokardu a absenci prikazu mikrobidlniho agens v EMB
a symptomatologii srdeéniho selhani dels$i nez 6 mésici muze podle dosud
provedenych studii vést ke zlepSeni morfologickych i funkénich parametri LK
a ke zmirnéni dusnosti nemocnych. Domnivame se, Ze tato 1é¢ba u nemocnych
s délkou symptomt srde¢niho selhani krat$i nez pil roku bude rovnéz G¢inna,
nebot’ asna imunosupresivni 1écba by u téchto jedincti mohla efektivnéji zabranit

progresi negativni srdecni remodelace.



3. Metodika

3.1 Soubor nemocnych

Soubor nemocnych tvoii 56 jedinct (26 zen) primérného veéku 52+10 let s nove
vzniklym srde¢nim selhdnim nejasné etiologie. Jednalo se o nemocné se symptomy
srdecniho selhavani minimalné II. tfidy dle NYHA Kklasifikace, trvajicimi
maximalné 12 meésict, systolickou dysfunkci LK definovanou ejekéni frakei (EF)
< 40%, ktera perzistovala i po nejméné tydenni standardni 1é¢bé srdecniho
selhavani. Za standardni 1é¢bu byla povazovana terapie ACE inhibitory, resp. pii
jejich intoleranci sartany, dale betablokatory a pii EF < 35% a symptomatice
NYHA III. ¢i IV. tfidy spironolaktonem. Jedincim s projevy meéstnavé srde¢ni
slabosti byla podavana klickova diuretika. U vSech nemocnych byly vylouceny
zjevné patologie, které by mohly vysvétlit systolickou dysfunkci LK. Jednalo se
o vice nez 50% stenézu na jedné zhlavnich vétvi véncitych tepen dle
koronarografického vysetfeni, vyznamnou chlopenni vadu (mimo funkéni mitralni
regurgitace), dekorigovanou arteridlni hypertenzi (TK>180/110),
supraventrikularni tachyarytmii, nelécenou thyreopatii, anamnézu etylismu,

kardiotoxické onkologické 1é¢by a familiarni formu dilatacni kardiomyopatie.

3.2 Elektrokardiografie

U vSech jedinci bylo pfi pfijeti provedeno standardni 12 svodové EKG.
Hodnocenymi parametry byly charakter srdecniho rytmu, absence ¢&i prukaz
kompletni blokady levého raménka Tawarova, denivelace ST tisekll o vice nez 1

mm a pfitomnost inverzi vin T.

3.3 Echokardiografie
Echokardiograficka vysetfeni byla provadéna v den provedeni EMB a dale za 1, 3,

6, 12 mésict. Tloustka mezikomorového septa (IVS), zadni stény LK (zsLK), end-
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diastolicky (LKd) a end-systolicky rozmér (LKs) LK byly méfeny zptisobem M
v parasternalni projekci na dlouhou osu LK (16). Za normalni byly povazovany
hodnoty LKd < 60mm a LKs < 38 mm (17). Index sfericity byl hodnocen
v apikalni ctyfdutinové projekci jako pomér longitudinalniho a transverzalniho
rozméru LK v end-diastole (18). End-diastolicky (EDV) a end-systolicky objem
LK (ESV) byly stanoveny Simpsonovou metodou v apikalni ¢tyfdutinové projekci
a pomoci nich byla nasledné spoétena EF LK (19). Za normalni byly povazovany
hodnoty EDV < 155 ml, ESV <58 ml a EF > 55% (17). Typ diastolické funkce LK
byl stanoven na zakladé kombinovaného hodnoceni parametrii transmitralniho
toku, toku v plicni zile a pulzni tkanové dopplerovské echokardiografie (20).
Rozmér levé siné (LS) byl méfen zpisobem M v parasternalni projekci na dlouhou
osu LK (16). K hodnoceni objemu levé siné (LSV) bylo vyuzito biplanarni
Simpsonovy metody (21). Dilatace LS byla definovana hodnotami LS > 40mm,
resp. LSV > 28ml/m2 (17).Vyznamnost funkéni mitralni regurgitace (MR) byla
posuzovana semikvantitativné pomoci ctyfstupnové skaly (stupné 1+ az 4+) (22).
End-diastolicky rozmér pravé komory (PK) a maximalni rozmér pravé siné (PS)
byly méfeny v apikalni ¢tyidutinové projekce (23). Za normalni byly povazovany
hodnoty PK < 42mm a PS < 44mm (24). Systolickad funkce pravé komory byla
posuzovana podle amplitudy pohybu volného okraje trikuspidalniho anulu
(TAPSE) (25). Za normalni systolickou funkci PK byly povazovany hodnoty
TAPSE > 17mm (24).Systolicky tlak v plicnici (PASP) byl odhadovan na zakladé
hodnoceni vrcholového gradientu trysky trikuspidalni regurgitace s pfipoctenim
odhadovaného tlaku v pravé sini (26). K odhadu tlaku v pravé sini bylo vyuzivano
hodnoceni respiracni variability rozméru dolni duté Zily, provadéné v subkostalni
projekci  (27). Pritomnost plicni hypertenze byla definovana hodnotou

PASP > 40mmHg (24).
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3.4 Laboratorni vySetieni krve

Pii prijeti k hospitalizaci byly u vSech nemocnych laboratorné stanovovany
zakladni parametry indikujici systémovou zanétlivou odpovéd (hladina leukocytl
v krevnim obraze, C-reaktivni protein metodou turbidimetrie), hladina
B-natriuretického peptidu (BNP) (chemiluminiscenéni metoda), hodnota
troponinu I (chemiluminiscenéni metoda) a sérologické vySetieni protilatek
v ttidach IgM a IgG proti borreliim (Bb) (ELISA, konfirmace pozitivnich nalezi
metodou Western blot) a vySetieni protilatek proti HIV 1,2 (microparticle enzyme
imunoassay) a proti virim hepatitid B a C (microparticle enzyme imunoassay).
U prvych 36 jedincii bylo téz pii prijeti provedeno sérologické vySetieni protilatek
v ttidach IgM a IgG proti adenovirim (ADV) (komplement fixaéni reakce),
parvoviru B19 (ELISA), enterovirim (echoviry a coxackie viry; komplement
fixa¢ni reakce) a proti nasledujicim herpetickym virim: lidsky herpes virus 6
(HHV 6) metodou imunofluoresence, herpes simplex virus 1 (HSV 1), virus

Epsteina a Barrové (EBV) a cytomegaloviru (CMV) metodou ELISA.

3.5 Endomyokardialni biopsie

Vsichni nemocni podepsali informovany souhlas s provedenim EMB. Biopsie byla
provadéna z pravé komory cestou vena jugularis interna ¢i z levé komory cestou
arteria femoralis pomoci standardné vyrabéného bioptomu (Cordis©). Rozhodnuti
o provedeni EMB zlevé ¢i pravé komory zaviselo na zvyklosti katetrizujiciho
lékate. Cilovou oblasti pro odbér vzorkll srdecni svaloviny byla vzdy oblast
interventrikularniho septa. U kazdého jedince bylo EMB ziskano 8-9 vzorki
srde¢ni tkan& o primémé velikosti 1-2 mm’. Dva vzorky byly ukladany do roztoku
10% formolu a nasledné vySetieny histologicky a imunohistochemicky.
Histologické hodnoceni bylo provadéno na zakladé¢ Dallaskych kriterii (28)
a imunohistochemické vySetieni bylo zalozeno na prikazu CD3 znakt T lymfocytd

a CD 68 znakti makrofagi (7). Nalez byl hodnocen jako pozitivni pro pfitomnost

12



myokardialniho zanétu v pfipadé prikazu minimalné 5 makrofagh ¢i 7 lymfocytd
na mm’ (7). Jeden vzorek EMB byl odesilan do Statniho zdravotniho Gstavu na
elektron-mikroskopické vysetfeni cilené na pfitomnost virdt a u 5 nemocnych jesté
1 vzorek EMB cileny na pfitomnost Borrelii. Vzorky EMB byly transportovany ve
fyziologickém roztoku a v laboratofi byla jeho elektron-mikroskopickd analyza
zaloZzena pfedev§im na tzv. negativnim barveni, pfi kterém se ke zlepSeni
vizualizace mikrobialnich agens pouzivaji soli tézkych kovu (29). Dalsich pét
vzorkit EMB bylo vySetieno metodou PCR pro prikaz pfitomnosti genomu DNA
virt a borrelii nebo reverzni PCR pro prukaz pfitomnosti RNA vird. Tyto vzorky
bioptického materialu byly transportovany do pfislusnych laboratoti Statniho
zdravotniho ustavu také ve fyziologickém roztoku. Vysetieni PCR bylo cilené na
prukaz genomu herpetickych virl (herpes simplex virus 1 a 2, lidsky herpes virus
6, virus Epsteina a Barrové, cytomegalovirus), enterovird (echoviry a coxsackie
typu A a B), adenovirl, parvoviru B19 a Borrelia burgdorferi. Pro vétSinu
vysetfovanych mikrobialnich agens byla dostupna pouze kvalitativni diagnostika
(anglicky nested PCR). Kvantitativni PCR vySetfeni metodikou tzv. real time PCR
bylo dostupné jen u parvovirl a herpetickych virQ, a to jen u limitovaného poctu

nemocnych, proto jeho vysledky nejsou uvedeny.

3.6 Lécba

Vsichni nemocni dostavali optimalizovanou 1éébu chronického srdeéniho selhani
podle soucasnych doporuéeni Ceské kardiologické spole¢nosti (30), ke které byla
dle nalezu v EMB v indikovanych ptipadech pfidavana 1écba cilena.

Nemocni s prikazem genomu Borrelia burgdorferi v EMB byli intravenozné 1é¢eni
cefalosporiny III. generace, ceftriaxonem, v davce 2 gramy 1x denné dobu 3 tydnd.
Jedinci, ktefi méli imunohistochemické znamky myokarditidy a neméli PCR
zjistény genom borrelie ¢i vySetifovanych kardiotropnich viri a negativni byl

i nalez elektronové mikroskopie, byli peroralné¢ 1éCeni kombinovanou
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imunosupresivni terapii sloZzenou z prednisonu a azathioprinu podle schématu
uzittho Wojnizcem (14). Kortikoterapie trvala celkem 90 dni a spocivala
v inicialni davce prednisonu 1 mg/kg podavané po dobu 12 dni a poté postupné
snizované o 5 mg kazdych 5 dnl az na koncovou davku 0,2 mg/kg. Azathioprin
byl podavan 100 dni v davce 1 mg/kg a tato davka nebyla béhem 1é¢by ménéna.

Jedinci s bioptickym prukazem virového genomu v EMB byli cilené 1é¢eni
antivirotiky. Lécba byla u vSech nemocnych intravenézni (u 1 znemocnych
intraveno6zni jen zpocatku a pak peroralni) a trvala 2 tydny. U jednoho nemocného
s pozitivitu genomu HSV 1 a byl podavan acyclovir prvnich 5 dni intravendzné
500 mg po 8 hodinach a poté 9 dni peroralné 400 mg po 4 hodinach s vynechanim
1 davky v prubéhu noci. Dvéma nemocnym s pozitivitou genomu HHV 6 byl
podavan gancyclovir v davce 5 mg/kg po 12 hodinach. Jeden nemocny

s pozitivitou genomi CMV i EBV byl také 1é¢en gancyclovirem ve stejné davce.

3.7 Sledovani nemocnych

Po propusténi z diagnostické hospitalizace byly za 1, 3, 6 a 12 mésici od EMB
provedeny ambulantni kontroly se zhodnocenim symptomatologie srde¢niho
selhani a provedenim fyzikalniho vySetieni, EKG a echokardiografického

vySetfeni.

3.8 Statistické hodnoceni

K statistickému hodnoceni bylo pouzito programu STATISTICA, verze 8
(Statsoft ©). Hodnoty jsou uvadény jako primeér + smérodatna odchylka pro
kontinualni proménné ¢&i jako absolutni hodnota a procentudlni podil pro
dichotomické proménné. Parovy i neparovy dvouvybérovy Studentiv t-test
a Mann-Whitneytiv U test byly vyuzity ke zhodnoceni rozdild nezavislych
proménnych. Zavislé proménné byly hodnoceny pomoci Wilcoxonova testu. Za

statistiky vyznamné byly povazovany hodnoty p < 0,05.

14



4. Vysledky

4.1 Klinické, echokardiografické a EKG charakteristiky souboru

Klinické charakteristiky vySetfovaného souboru jsou uvedeny v Tabulce ¢islo 1.
Vétsina jedinci byla pii piijeti vyrazné symptomaticka, ve funkéni tfidé NYHA III
a IV (73%). Primérna délka trvani symptomt srdecniho selhani necinila vice nez

1,5 mésice (maximalni trvani symptomu bylo 10 mésict, minimalni 14 dna).

Tabulka ¢islo 1 Klinicka charakteristika souboru

Pocet jedinct 56
VEk (roky) 52+10
MuZi/Zzeny 36/20
Vvyska (cm) 174£10
Viaha (kg) 87+19
Systolicky TK (mmHg) 11715
Diastolicky TK (mmHg) 71+£13
Tepové frekvence (min™) 81+14
NYHA ttida II/III/TV 15/15/26
Symptomy srde¢niho selhdni (mé&sice) 1,4+0,9

Parametry zjisténé pfi vstupnim echokardiografickém vySetfeni jsou souhrnné
uvedeny v Tabulce ¢islo 2. Objemy a rozméry LK byly v priméru zietelné
zvyseny, systolickd funkce LK byla tézce snizena. Tézka diastolickd dysfunkce
(restriktivni typ plnéni) byla zjisténa u 20 jedincd (36%), stfedné vyznamna
dysfunkce (tzv. pseudonormalizace plnéni) u 11 nemocnych (20%). Lehkou
diastolickou dysfunkci LK (porucha relaxace) jsme nalezli u 10 jedinct (18%).
U 15 nemocnych nebylo mozné diastolickou funkci LK vzhledem k neptitomnosti
sinusového rytmu ¢i existenci vyznamné mitralni regurgitace validné posoudit.
Dilatace LS byla pfitomna u vSech nemocnych. Vyznamna sekundarni mitralni
regurgitace (stupné 3+ a 4+) se vyskytovala u 10 jedincd (18% souboru). Plicni

hypertenze byla zjisténa u 41% souboru.
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Pii elektrokardiografickém vysetfeni byla pfi pfijeti u 5 jedinct pfitomna fibrilace
sini s klidnou odpovédi komor (< 100/min), u ostatnich vySetfovanych byl
pfitomen sinusovy rytmus. Blokada levého raménka Tawarova se vyskytovala u 11
jedincl (20%). Repolarizaéni zmény, tj. deprese usekt ST a inverze vin T, byly

zjistény u 26 nemocnych (46%).

Tabulka ¢islo 2 Echokardiografické parametry souboru

IVS (mm) 10+1
LKd (mm) 68+7
LKs (mm) 5948
zsLK (mm) 9+1
EDV (ml) 207+£70
ESV (ml) 151£55
EF (%) 26+6
Index sfericity LK 1,5+0,2
LS (mm) 51+7
LSV (ml) 105+34
PS (mm) 42+7
PK (mm) 37+6
TAPSE (mm) 17+4
PASP (mmHg) 42411
MR 1+/2+/3+/4+ 23/23/8/2

4.2 Laboratorni vySetieni

Vyssi hladina CRP (> 7 mg/l) byla pfitomna u 15 jedinc (27%) a leukocytoza
(> 10.10°/1) u 11 nemocnych (20%).Normalni hladina BNP <100ng/I nebyla pii
piijeti zjisténa u zadného znemocnych. U 25% jedinci se hodnota BNP
pohybovala v intervalu 100-400 ng/l a u 75% bylo BNP vyrazné zvyseno nad 400
ng/l. Troponin I byl zvySen nad horni hranici normy (> 0,03ug/l) u 77%

vySetfovanych.
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4.3 Endomyokardialni biopsie

Vysledky vysetfeni bioptickych vzorkti metodou PCR shrnuje Tabulka cislo 3.
PCR metodou jsme prokézali genom mikrobialniho agens celkem u 32 jedinci
(57%). Genom Borrelie burgdorferi byl zjistén u 14 jedincd (25%). Z virovych
agens byly nejcastéji detekovany parvoviry v 39%, dale HHV6 v 18%, enteroviry
v 14%, HSV 1 v 5%, CMV v 4%, EBV v 2%. U 3 nemocnych (5%) byly v EMB
nalezeny souCasné genomy 2 mikrobidlnich agens a u 4 (7%) genomy 3
mikrobialnich agens. Genomy HSV 2 a adenoviri nebyly zjistény u Zadného

z nemocnych.

Tabulka ¢islo 3 Prevalence genomu virti a Borrelia burgdorferi v EMB

HSV 1 5%
HSV 2 0%
EBV 2%
CMV 4%
HHV 6 18%
Enteroviry 14%
Adenoviry 0%
Parvovirus B19 39%
Borrelia burgdorferi 25%

Elektronova mikroskopie prokazala ptitomnost ¢astic mikrobidlnich agens u 41
jedinct (73%) (Tabulka cislo 4). V 68 % se jednalo o izolovany vyskyt agens
au 32 % jedinct byla zji$téna 2, respektive 3 mikrobidlni agens soucasné. U necelé
poloviny souboru (48%) se jednalo o zachyt castic morfologie virové celedi
herpesviridae, ve 23% byly zjistény Castice morfologie virové ¢eledi parvoviridae,
u 13% picornaviridae a u 2% paramyxoviridae. Z nevirovych agens jsme
detekovali u 4% souboru Castice mykoplasmat a u 2% Borrelie burgdorferi. Vyskyt
Borrelie burgdorferi byl takto zjistén u jednoho nemocného s negativitou PCR

vysetfeni cileného na prukaz této spirochety.
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Tabulka ¢islo 4 Prevalence virovych ¢eledi a nevirovych agens v EMB zjisténych

elektronovou mikroskopii

Herpesviridae 48%
Parvoviridae 23%
Picornaviridae 13%
Paramyxoviridae 2%
Mycoplasma 4%
Borrelia 2%

Imunohistochemické vySetieni prokdzalo zanétlivé postizeni myokardu u 26
jedinctt  (46%). Pozitivitu imunohistochemického vySetieni doprovazenou
soucasnym prikazem genomu mikrobialniho agens ¢i nalezem mikrobialni ¢astice
elektronovou mikroskopii v myokardu jsme zjistili u 22 jedinct (39% nemocnych).
U 4 jedinct (7%) byly patrny imunohistochemické znamky zanétu myokardu bez
prikazu genomu ¢&i ¢Eastic mikrobidlniho agens. U 19 jedincd (34%) byl
v myokardu  pfitomen genom nebo  Castice  mikrobidlnich  agens,
imunohistochemické vySetfeni vSak bylo negativni. U 11 jedinci (20%) jsme

rrrrr

mikrobialni agens.

4.4 Sérologické vySetieni

Sérologickym vySetfenim krve jsme nezjistili pozitivitu IgM protilatek proti
zadnému z vySetfovanych virovych ¢i bakteridlnich agens. Pozitivita protilatek
v tiidé IgG proti HSV 1 byla zjisténa u 100% vysetfenych, proti viru EBV u 96%,
proti CMV u 68%, proti HHV 6 u 56%, proti echovirim v 67%, proti coxsackie
virim v 19%, proti parvoviru B19 v 76% a proti ADV u 19% vySettenych. U 13%
byla pfitomna pozitivita IgG protilatek proti Bb. Sérologické vySetfeni protilatek
IgG proti tomuto patogenu vykazovalo hrani¢né uspokojivou pozitivni i negativni
prediktivni hodnotu (71%, resp. 82%). Sérologicka vysetfeni HIV a hepatitid Ba C

byla zcela negativni.
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4.5 Cilena lécba Fizena nalezem v endomyokardialni biopsii

4.5.1 Nemocni s bioptickym prikazem Borrelia burgdorferi 1éceni
ceftriaxonem

U 14 nemocnych (25% souboru) jsme prokazali genom ¢i cCastice Borrelie
burgdorferi v EMB. U 2 jedincl byla elektronovou mikroskopii navic zjisténa
soucasné i pfitomnost ¢astic mykoplazmat. Vyvoj echokardiografickych parametrii
pfi cilené 1écbé ceftriaxonem ukazuje Tabulka ¢islo 5. Po 1é¢bé antibiotikem doslo
béhem 12 mési¢niho sledovani k statisticky vyznamnému zmenSeni rozmeérQ
a objemd LK. Doslo téz k vyraznému zlepSeni globalni systolické funkce LK
hodnocené EF LK. Vstupné byla stiedné vyznamna a tézka diastolicka dysfunkce
(pseudonormalizované resp. restriktivni plnéni) LK pfitomna u 8 nemocnych a po
12 meésicich jen u 2 nemocnych; ke zlepSeni plnéni o minimalné 1 stupen
klasifikace diastolické dysfunkce doslo u 8 nemocnych (57% jedincd). Vyznamné
se zmenSila mitralni regurgitace. Zaznamenano bylo i signifikantni zlepSeni
systolické funkce PK a vyznamny pokles systolického tlaku v plicnici.

Pfiznivé zmény vremodelaci LK byly zjistény jiz béhem prvnich 3 mésich
sledovani a byly nasledovany pozitivni remodelaci pravostrannych srdecnich
oddili. K normalizaci rozméri LK a jeji globalni systolické funkce doslo
konkrétné u 2 nemocnych, u zbylych 12 jedincl (vcetné 2 jedinct s prikazem
nejen Borrelie burgdorferi, ale i mykoplazmat) sice nebyla zjiSténa uplna
normalizace systolické funkce LK, ale u vSech znich doslo ke =zlepSeni EF
doprovazeného zmensenim end-diastolickych i end-systolickych rozmeéra LK.
Vyrazné byla také zlepSena symptomatologie srdecniho selhani hodnocena NYHA
klasifikaci (3,2 + 0,9 vstupné a 1,5 £ 0,7 po 12 mésicich; p< 0,05). ZlepSeni
v symptomatologii srde¢niho selhani o minimalné 1 t¥idu klasifikace NYHA bylo

pozorovano u v§ech nemocnych.
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Tabulka ¢islo 5 Vyvoj echokardiografickych parametrii jedincti s EMB pozitivitou

Borrelia burgdorferi 1é¢enych ceftriaxonem (n=14)

Vstupné 1.mésic 3.mesic 6.mesic 12.mésic
IVS (mm) 10+1 10+1 10+1 10+2 10+2
LKd (mm) 66£5 64+£5 64+4* 58+7% 59+5%
LKs (mm) 58+7 53+8 50+8* 4548%* 454+6*
zsLK 10£1 9+2 10+2 9+1 10£1
EDV (ml) 189+37 174+50 165+42* 150+£39* 150+47*
ESV (ml) 140+34 117+40 102+33% 84+30% 854367
EF (%) 26+6 33+9% 39+12¢% 454+9% 47+£10%
LS (mm) 50+6 49+4 48+5 4445% 4544*
LSV (ml) 90+45 104+26 87+34 64+4 70£18
PS (mm) 41+7 40£10 41£8 36£5% 39+3
PK (mm) 36+6 35+6 36+6 32+44* 3444
TAPSE 1743 1943 20+5* 21£3% 21£3%
PASP 42+10 34+£5% 37+£8 29+5% 34+4*
MR 1-4+ 1,9+0.,9 1,5+0.,9 1,5+0.8 1,2+0,3* 0,9+0,6%

* p<0,05; T p<0,01 vstupni vySetfeni versus jednotlivd nésledujici méfeni

v pribéhu 12 mési¢niho sledovani

4.5.2 Nemocni lé¢eni imunosupresi

Jednalo se o skupinu 4 jedincd s pozitivnim imunohistochemickym vySetfenim
a absenci nalezu mikrobidlniho agens v EMB. Vyvoj echokardiografickych
parametrti shrnuje Tabulka ¢&islo 6. Vzhledem k malé velikosti této skupiny nebylo
mozno srovnat vyvoj téchto parametrii pomoci statistickych metod; je vSak patrné,
ze v prubéhu sledovani byly zaznamenany pozitivni zmény ve smyslu zmenseni
objeml LK a zmenseni velikosti pravé komory a srde¢nich sini, zlepseni systolické
funkce LK i pravé komory, zmenSeni tize funkéni mitralni regurgitace i hodnoty
systolického tlaku v plicnici. Déle byly zjistény zmény plnéni LK, kdy vstupné
byla stfedné vyznamna a tézka diastolicka dysfunkce LK pfitomna u 3 nemocnych
a po 12 meésicich jen u 1 nemocného; ke zlepseni plnéni o minimalné 1 stupen

klasifikace diastolické dysfunkce doslo u 2 nemocnych. U vSech nemocnych
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lé¢enych kombinovanou imunosupresi doSlo kzmirnéni symptomatologie

srde¢niho selhani (vstupné NYHA tiida 4,0 + 0, po 12 mésicich 1,7 £0,9).

Tabulka ¢islo 6 Vyvoj echokardiografickych parametrii jedinct 1é¢enych

imunosupresi (n=4)

Vstupné 1.mésic 3.mésic 6.m¢esic 12.mésic
IVS (mm) 9+1 9+1 9+1 10=£1 10£1
LKd (mm) 71£3 70+4 73+£2 73+1 74£2
LKs (mm) 61£3 61£3 61+£2 60+1 63+2
zsLK 9+1 8+1 9+1 10£1 8+1
EDV (ml) 19528 199+23 212+19 202+26 170+£22
ESV (ml) 155+23 157+11 150+24 142428 121+29
EF (%) 20+4 2143 30+6 3045 30+8
LS (mm) 5243 59+4 50+4 462 46+3
LSV (ml) 116=+13 110£10 100+8 734 79+4
PS (mm) 4542 50+7 4242 37+6 3244
PK (mm) 4143 4043 372 364 29+1
TAPSE 1543 1842 1845 18+6 20+8
PASP 53+7 59+6 46+7 37+8 49+6
MR 1-4+ 2,9+0,7 2,0+0.3 2,2+0,8 2,3+£0.3 2,2+0.3

4.5.3 Nemocni léc¢eni antivirotiky

Ctyii nemocné jsme na zakladé vysledku EMB cilené 16¢ili antivirotiky. Vyvoj
echokardiografickych parametri v prubéhu sledovani shrnuje Tabulka ¢islo 7.
Vzhledem k malé velikosti této skupiny nebylo ani zde mozno srovnat vyvoj téchto
parametrti pomoci statistickych metod. K normalizaci end-diastolickych a end-
systolickych rozmért a normalizaci systolické funkce LK doslo jen u 1
nemocného. Jednalo se o jedince s prikazem genomu HSV 1 1é€eného
acyclovirem. U dalSich 2 nemocnych, lé¢enych gancyclovirem pro pfitomnost
HHYV 6, doslo k mirnému zlepseni EF LK. U 1 nemocného, kterému byl vzhledem
k prikazu CMV a EBV podavan rovnéz gancyclovir, se EF LK nezménila.

Vstupné byla stfedné vyznamna a tézka diastolicka dysfunkce LK pfitomna u 4
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nemocnych a po 12 mésicich jen u 1 nemocného; ke zlepSeni plnéni o minimaln¢ 1
stupen klasifikace diastolické dysfunkce doslo u 3 nemocnych. U vsech jedinci
doslo k zlepSeni symptomatologie srdeéniho selhani (NYHA tfida vstupné

3,0+ 0,8 a po 12 mésicich 1,5 + 0,5).

Tabulka ¢islo 7 Vyvoj echokardiografickych parametrii jedinct 1é¢enych

antivirotiky (n=4)

Vstupné l.mésic 3.mésic 6.mésic 12.mésic
IVS (mm) 9+1 9+2 8+1 11+1 10£1
LKd (mm) 75+7 74+8 74+12 72+6 66£16
LKs (mm) 67+7 65£11 62+19 59+9 30£21
zsLK (mm) 10£1 71 8+1 9+1 10£1
EDV (ml) 266100 273£122 248+145 305+178 2014219
ESV (ml) 203+89 199+102 181£129 226+166 206+198
EF (%) 25+4 30+9 35+13 33£12 44+20
LS (mm) 53+7 51+6 47410 46+6 5145
LSV (ml) 102+20 105+13 50+14 81423 87+15
PS (mm) 38+3 4142 3945 36+4 3945
PK (mm) 36£3 38+1 31+4 33+2 33+1
TAPSE 1942 23+1 21+1 2245 21+5
PASP 35+4 36+4 35+4 3345 30+3
MR 1-4+ 1,7+0,1 1,5+0,6 1,7+0,6 1,3+0,5 1,2+0,2
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5. Diskuze

5.1 Nélezy v endomyokardialni biopsii

Na zékladé¢ komplexni analyzy EMB vychazejici z imunohistochemického
vySetfeni a z mikrobiologickych metod zahrnujicich PCR a elektronovou
mikroskopii jsme prokazali pfitomnost virového ¢i bakteridlniho agens u 73%
jedincti zkoumaného souboru. Elektronovou mikroskopii jsme zjistili mikrobialni
agens u 73% jedinci a metodou PCR u 57% nemocnych. Pozitivita prikazu
mikrobialniho agens byla u 39% nemocnych doprovazena zanétlivym postizenim
myokardu. U 7% jedincd jsme imunohistochemické znamky zanétu myokardu
zjistili izolované. Pouze u 20% nemocnych celého zkoumaného souboru byla EMB
zcela negativni stran prikazu mikrobidlniho patogenu i stran negativity
imunohistochemického vySetieni. V souhrnu lze tedy fici, ze vysledky nasi studie
nasveédcuji skutecnosti, ze ZKMP by mohla mit zasadni podil na etiologii nové
vzniklého srdecniho selhani na podkladé DKMP, coz je v souladu s pracemi
zahrani¢nich autortt (8, 9). V nasi praci byly nejcastéji zachycenymi virovymi
agens herpetické viry a parvoviry. Z bakterii jsme relativné Casto, u Ctvrtiny
nemocnych, prokazali pfitomnost Borrelia burgdorferi, ostatni nevirova agens se
vyskytovala jen pomérné ziidka a jednalo se o zachyt mykoplazmat u 4%
nemocnych. Vy$§i vyskyt mikrobialnich agens v nasi praci, nez ve studiich
zahrani¢nich autord, resp. nalez nevirovych agens jako jsou mykoplasmata, je
podminén tim, ze analyza EMB nebyla zalozena pouze na PCR, ale opirala se
rovnéz o elektronovou mikroskopii. Na rozdil od virG byly bakterie do soucasné
doby stanovovany v EMB jen zfidka. V geografickych oblastech podobnych Ceské
republice se jednalo pfedevSsim o hodnoceni ptfitomnosti infekce Borrelia
burgdorferi. Ve studii némeckych autort byl borreliovy genom v myokardu zjistén
u méné nez 1 % vysetfenych jedinct s dilata¢ni kardiomyopatii (10). Recentni

prace Bartinka et al. vSak naznacila moznost vyrazné vétsiho zastoupeni
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borreliové infekce v etiologii DKMP (31). Pritomnost Borrelia burgdorferi v EMB
byla v naSem souboru zjisténa u jedné ctvrtiny vSech nemocnych. Daleko vyssi
prevalenci tohoto infekéniho patogenu v nasi praci i v praci Bartinka et al.
v porovnani s ¢etnosti jeho vyskytu uvadénym némeckymi autory davame do
souvislosti s vyznamné vys§im vyskytem endemickych oblasti pro infekci Borrelia
burgdorferi v regionu Ceské republiky. Nase dosavadni vysledky jasné podporuji
hypotézu, ze infekce Borrelia burgdorferi mize byt pficinou, a v podminkach

Ceské republiky pomé&rné ¢astou, vzniku ZKMP, resp. DKMP.

5.2 Sérologické vySetieni

Sérologické vySetieni IgM a IgG protilatek proti virovym a nevirovym agens je
bézné uzivanou metodou ke stanoveni aktivity infekéniho onemocnéni. V nasem
souboru  jsme pozitivitu IgM  protilatek  nezjistili  proti  zadnému
z detekovanych virovych agens, ani proti Borrelia burgdorferi. Protilatky tfidy 1gG
proti dalsim zkoumanym mikrobialnim agens byly ve vysokém procentu nalezeny
proti herepetickym virim, enterovirim a parvoviru B19 (56-100% piipadd).
Vysoky vyskyt séropozitivity IgG v pfipadé herpetickych vird , ale i dal$ich virt
jako jsou enteroviry nebo parvoviry, je nejspiSe podminén vyraznou promotenosti
obecné populace témito viry v dospélosti. Stanovovani IgG protilatek proti
kardiotropnim virim tak nema zasadni vypovédni hodnotu pro diagnostiku ZKMP.
Pozitivita IgG protilatek proti Borrelia burgdorferi byla zjisténa u 7 jedinct (13%
nemocnych ) a u 5 z nich byla Borrelia burgdorferi prokdzana v EMB. Sérologické
vysSetfeni protilatek IgG proti tomuto patogenu tak vykazovalo hrani¢né
uspokojivou pozitivni i negativni prediktivni hodnotu (71%, resp. 82%).

V souhrnu je ziejmé, ze stanoveni IgM protilatek je pro stanoveni diagnozy ZKMP
zcela nepfinosné. Stanoveni IgG protilatek pro diagnostiku ZKMP ma urcity

vyznam pouze v piipadé Borrelie burgdorferi. Zasadnim vySetfenim pro pfesnou
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etiologickou diagnostiku ZKMP je tedy EMB, kterou nelze sérologickym

vySetfenim nahradit.

5.3 Cilena lé¢ba

5.3.1 Skupina nemocnych s priikazem Borrelia burgdorferi

Cilena 1é¢ba borreliové infekce antibiotiky je vSeobecné uznavanou lééebnou
strategii (32, 33). V naSem souboru intravendézni 1éCba ceftraixonem vedla
ke statisticky pfiznivym zménam ve smyslu reverzni remodelace LK doprovazené
zlepSenim jeji systolické i diastolické funkce a zmenSeni funkéni mitralni
regurgitace. Soucasné doslo i k vyznamnému zmirnéni symptomatologie srde¢niho
selhani. Priznivy efekt 1écby ve smyslu zlepSeni systolické funkce LK byl v nasem
souboru zaznamenan u vSech lécenych, k jeji kompletni normalizaci vSak doslo jen
u dvou z nich. Za pravdépodobnou pfi¢inu rozdilného vlivu cilené lécby
u jednotlivych nemocnych povazujeme rozdilné trvani borreliové infekce. Délku
trvani borrelidzy nebylo totiz u nemocnych mozno zjistit. Nikdo z jedinct
s pozitivnim bioptickym prikazem Borrelia burgdorferi nemél anamnézu zadného
ze stadii lymeské borrelidzy a u nikoho z nich nebyla také zjisténa pifitomnost
pozitivity IgM protilatek. Je tedy mozné, zZe u nemocnych s minimalni odezvou na
antibiotickou 1é¢bu jiz nebyla pfitomna aktivné probihajici infekce, ale jednalo se
pouze o nalez genomu bakterie pfitomného v myokardu od diive prodélané infekce

star§iho data.

5.3.2 Skupina nemocnych lé¢enych kombinovanou imunosupresi

Tuto skupinu tvofili jedinci s pozitivnim imunohistochemickym vysetfenim,
u kterych jsme ani metodou PCR, ani elektronovou mikroskopii neprokazali
mikrobialni agens v EMB. Nas soubor se tedy od dosud publikovanych praci lisil

tim, Ze se k diagnostice mikrobialnich agens vyuzivala i elektronova mikroskopie
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a nejednalo se tedy o vylouceni jen omezeného mnozstvi mikrobialnich agens,
na které byla cilena PCR. Vzhledem k malé velikosti této skupiny nebylo mozno
srovnat vyvoj téchto parametrti pomoci statistickych metod; zjistény vsak byly
ptiznivé znamky srde¢ni remodelace piedstavované predevsim zmenSenim objemu
LK a zlepSenim systolické funkce LK. Nase vysledky u minimalniho poctu
nemocnych naznacujici mozny pfiznivy vliv kombinované imunosuprese u
nemocnych s anamnézou srdecniho selhani krat$i nez 6 mésici a jsou v souladu
s praci Zimmermanna et al. (34). Jelikoz se jednd o dosud jedinou praci
dokumentujici vyznam 1écby kortikoidy u nemocnych s anamnézou srdec¢niho

selhani krat§i nez 6 mésicd, bude jesté nutno vyckat vysledku dalsich studii.

5.3.3 Skupina nemocnych lé¢enych antivirotiky

Tuto skupinu nemocnych tvorfili 4 jedinci s prukazem genomu herpetickych vird
v EMB, ktefi byli léCeni acyclovirem resp. gancyclovirem. S ohledem
na minimalni velikost souboru ani vtomto pfipadé nebylo mozné provést
statistickou analyzu vyvoje morfologicko-funkénich parametrit srde¢nich oddila
a symptomatiky nemocnych. Je vSak mozné fici, Ze u 1 znemocnych doslo
ke kompletni normalizaci EF LK a u 2 dal$ich jedincu se systolicka funkce LK pfi
porovnani se vstupni hodnotou zlep$ila. U v8ech 4 jedincii dale doslo k zmirnéni
symptomatologie srde¢niho selhani.

Nase poznatky s lé¢bou antivirotiky Ize srovnat pouze s kazuistickymi sdélenimi
(12, 35), a tak bude nutné k ovéfeni vyznamu podavani antivirotik u nemocnych

s DKMP a priikazem viru v EMB nutno vyckat provedeni piislusnych studii.
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6. Zavéry

Hypotéza ¢isla 1 byla potvrzena.

Zanétliva kardiomyopatie tvofi vyznamnou podskupinu dilata¢ni kardiomyopatie.
Pfitomnost virového agens v endomyokardidlni biopsii je ¢asta a virova agens se
nevyskytuji v myokardu pouze izolované. Borrelia burgdorferi je zjiStovana
relativné Casto v endomyokardialni biopsii. Elektronova mikroskopie je uzite¢nou

metodou v diagnostice zanétlivé kardiomyopatie.

Hypotéza ¢islo 2 nebyla potvrzena.

Sérologické vySetfeni neni pfinosné pro diagnostiku zanétlivé kardiomyopatie
charakterizované perzistenci virového agens v myokardu. Sérologické vysetfeni
muze byt sice vyuZito v diagnostice zanétlivé kardiomyopatie asociované
s borreliovou infekci, ale musi se jednat pouze o jednu ze soucasti provedenych

vysetfeni a diagnostiku jisté nelze postavit pouze na provedeni tohoto vysetieni.

Hypotéza ¢islo 3 byla z¢asti potvrzena.

Antibioticka 1é¢ba, pfidana ke konveéni 1é¢bé srde¢niho selhani, u nemocnych
s prikazem Borrelie burgdorferi v myokardu vede ke zlepSeni strukturalnich a
funkénich parametric LK a ke zmirnéni symptomatologie srde¢niho selhani.
Vzhledem k tomu, ze vSak k podobné pfiznivym zménam vedla i samostatné
podavana konvenéni 1é€ba nemocnych, a to véetné podskupiny odpovidajici
idiopatické dilatacni kardiomyopatii (vysledky skupiny konvenéné lécenych
nemocnych a jejich podskupin nebylo mozné s ohledem na strankovy rozsah do
autoreferatu zaclenit a jsou podrobné rozebrany v disertacni praci), nelze nyni
vyznam antibiotické terapie zcela validné posoudit. K ovéfeni skutecného vyznamu
antibiotické 1é¢by nemocnych s prikazem Bb v myokardu by bylo nutné provést

randomizovanou studii, kdy by antibiotiky byla lé¢ena jen jedna ¢ast nemocnych.
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