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Abstrakt

Lymeska borrelioza je multisystemové infek onemocwtni prenasené
spirochetou Borrelia burgdorferisensu lato. ienos je uskut@mén kousnutim kligte
rodulxodes které se vyskytuje v EvrépSpojenych statech a v AsiiéBem tech stadii
onemockni se vyskytuje Sirok&ada klinickych piznaki. Prvnim giznakem nize byt
rozvoj kruhového exantému, erythema migrans nebwélovy lymfocytom. Casto
pozorovanym prvodnim jevem jsou ifiznaky podobné dipkovému onemoami.
Dominuji bolesti hlavy a svalova slabost. MezicasgjSi projevy dalSich stadii
onemocgni pati meningitida, lymeska artritida, lymeska karditidaacrodermatitis
chronika atrophicanc. Vzhledem ke zvySujici se deoci, obtizné interpretaci
laboratornich vysledka problematickeé ¢ predstavuje lymeska borrelioza vyrazny
zdravotni a socioekonomicky problém. Zakladem préeni spravné diagnozy je
klinické vySeteni pacienta a spravna interpretace vyslet#iboratorniho vySéeni.

V laboratorni diagnostice je vyuzZivano metodingho i nepimého pitikazu
patogenniho agens.

Mezi primé diagnostické metody pakultivace ve specialnim tekutém médiu,
mikroskopie v zastinu, elektronova mikroskopie,tdisgické metody a molekulatn
biologické metody (nap polymerazovaetzova reakce PCR, sekvenace, hybridizace).
Metody nepimého piikazu jsou zaloZené na detekci anti-borréliovychilatek IgM a
lgG. Pati knim imunochemické metody (ELISA), Western blaet negiméa
fluorescerni metoda IFA. V doporkteném diagnostickém postupu je metodou prvni
volby ELISA. Pozitivni vysledky této metody by vzdgly byt konfirmovany Western
blotem z téhoz vzorku. PCR metody bglynbyt vyuzivany k vySeébvani bioptickych

vzorki a synovialni tekutiny. Ostatni metody slougggevsim k ¥deckym @elam.

Kli¢ova slova lymeska borreli6zaBorrelia burgdorferi sensu lato, kligt klinické
piiznaky, laboratorni diagnostika



Abstract

Lyme disease is a multisystem infectious diseaaesimitted by the Borrelia
burgdorferi sensu lato spirochete. Transmissioefiected by the bite of the genus
Ixodes tick, which naturally occurs in Europe, thieited States and Asia. During the
three stages of the disease a wide variety ofoairsymptoms occur. The first symptom
may be the development of a circular rash, erythemigrans or borrelial
lymphocytoma. A frequently observed side effectthe flu-like symptoms of the
disease, dominated by headache and muscle weakAdss. most common
manifestations of the further stages of the dis@éasle@de meningitis, Lyme arthritis,
Lyme carditis and acrodermatitis chronika atrophécaBecause of the increasing
incidence of difficult to interpret laboratory rétsuand problematic treatment, Lyme
disease is a major health and socioeconomic probldma basis for determining the
correct diagnosis is a clinical examination of pla¢ient and the correct interpretation of
the laboratory test results. The laboratory diagnasilizes methods of direct and
indirect proof of the presence of pathogenic agents

The direct diagnostic methods include culturingigspecial liquid medium, dark
field microscopy, electron microscopy, histologicaéthods and molecular biological
methods (e.g. polymerase chain reaction PCR, sefugnhybridization). Indirect
methods are based on the detection of anti-IgM Ilg@&l Borrelia antibodies. These
include immunochemical methods (ELISA), Westerrt lllod the indirect fluorescence
method (IFA). In the recommended diagnostic prooed&LISA is the first choice.
Positive test results obtained by using this metlsbduld, however, always be
confirmed by Western blot analysis of the same $aniRCR methods should be used
for the investigation of biopsy samples and synlofliad. Other methods are used

primarily for scientific purposes.

Keywords: Lyme diseaseBorrelia burgdorferi sensu lato, tick, clinical symptoms,

laboratory diagnostics
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Uvod

Lymeska borreliéza (LB) je inféki multisystémové onemoémi vyvolané
mikroaerofilni, gramnegativni spirochet®@orrelia burgdorferisensu lato fgnasenou
piedevsim kligaty rodu Ixodes. Toto onemaari je rozSfené v Evrop, Asii a Severni
Americe. V¢eskeé republice pitk nejroz&tensjSim antropozoon6zam.

V sowasnosti pedstavuje lymeska borreli6za vyrazny zdravotni a
socioekonomicky problém. Je totgmbeno fedevsim zvysujici se incidenci, obtizemi
v interpretaci vysledk laboratorniho vyseeni, problematickou &ou a moznosti
ptechodu k chronickému onemdari s relapsy tzv. Post-Lyme Disease Syndrome
Pricina relapg zatim nebyla objagna, proto se s@asna diagnostika ¥¢hto
piipadech za®kfuje pedevSim na moZnost perzistence malého mnozZstvi
intracelularnich borrélii a na imunitni odgdvorganizmu.

Zakladem pro diagnostiku tohoto oneméminje klinické vySateni pacienta a
laboratorni vysledky. Samotnéceni diagnozy ,lymeska nemoc (A69.2)“ je velmi
narané vzhledem k vysoké variabditklinickych obtizi a genotypové i fenotypové
heterogenit borrélii. DalSi komplikaci ve stanoveni diagnoeynizky p@et borrélii
v télesnych tekutindch a zmy exprese antigénv zavislosti na prostdi. V laboratorni
diagnostice vyuzivame metodyimého i nepiméeho ptikazu. Mezi pimé metody péi
kultivace ve specialnim tekutém médiu, mikroskopiezastinu, elektronova
mikroskopie (ELM), histologické metody a molekul&rbiologické metody (PCR,
sekvenace, hybridizace). \¢2né laboratorni praxi se vice vyuzivaji metodytirap,
zaloZzené na detekci protilatek. R& nim ELISA, Western blot a IFA.

Terapie lymeské borrelidzy by dha byt zahdjena az po celkovém zhodnoceni
stavu pacienta. Nedopamje se nasadit &bu na zakladl prikazu protilatek bez
klinickych prfiznalka, nebo pouze preventiwnpo prisati klisete. V terapii lymeskeé
borreliézy se upldiuji predevSim antibiotika (ATB). i#i@stoZe jeBorrelia burgdorferi
sensu lato pommné citlivA natfadu ATB, vysledky l&by tomu v mnoha ifjpadech
neodpovidaji. Obeen plati, Ze p c¢asném zachytu tohoto onemeoph stoupa
pravdépodobnost Usfthu terapie. V souvislosti s ATB déou existuji probléemy
s citlivosti borréliiin vivo ain vitro. V pozdnich stadiich tize aplikovana k&ba zmirnit

progresi onemocimi, ale nastalé morfologické 2my jsou jiz ireverzibilni.



Cil prace

Cilem prace bylo podat uceleny obraz onemintnlymeska borrelioza,
upozornit na uskali laboratorni diagnostiky tohoteemocgni a zangiit se na nove

trendy ve vySé&bvani na specializovanych pracovistich.



1. Pavodce onemoc#ni

Pavodcem lymeské borrelidzy jBorrelia burgdorferi sensu lato p#ici do
celedi Spirochaetacegerad Spirochaetales Pojmenovana byla podle francouzského
mikrobiologa A. Borrela, ktery na péatku 20. stoleti publikoval &kolik praci o
Spirillum gallinarum(dnesBorrelia burgdorfer)?.

1.1. Anatomie a morfologie

Borrélie je pohybliva, mikroaerofilni, gramnegativspirocheta vyznaijici se
tenkym, spiralo¥ vinutym tvarem o pimeéru cca 0,2 um a délkou 4-30 um. Obsahuje
4-15 nepravidelnych zavitve vzdalenosti kolem 2,2 um. Na obou koncichikiyu
vystupuji z bazalnich disk umisgénych v cytoplazmatické membrarbiciky, které
obt&i télo borrélie pod viySi buré¢nou stnou. Borrélie se pohybuji rychlym rétam
pohybem¢i smr§ovanim a natahovanim. Tento aktivni pohyb jim uigZ p‘ekonat
epitelialni i hematoencefalickou bariéru. Borr@i@nikaji téZ do dendritickych bk,
fibroblasti a makrofad, kde jsou schopnyipzivat. Bui¢nou stnu maji slozenou ze
téi vrstev. Vnitni peptidoglykanova, sdni polysacharidova a &8i lipoproteinova.
Sttna je oddlena periplazmatickym prostorem od cytoplazmatitignbrany. Bu&na
sttna se vyznéauje velkou flexibilitou jednotlivych vrstev, coZ whiuje vysunuti
biciki jak v proximalnim, tak i vdistalnim smu, tvorbu cyst a vylkovani
membrandznich veziki které maji stejnou stavbu jako cytoplazmatickanimeéna a
obsahuji plasmidovou vybavu. Fluidita&® membrany umatje posun antigennich
molekul a butcnych receptar vyznamnych pro adhezi k bkém hostitele. Od
ostatnich spirochet se odliSujeitpmnosti intramembrandznickelisek v podob
fibrilarnich a vezikularnich utvarpodobnych glykokalyxu buik, které byly prokazany
v ELM (obrazek 1, citacde).



Obrazek & 1. Borrelia burgdorferi v elektronovém mikroskopu (RNDr. Dagmar
Hulinska, CSc., SZU)

V suboptimalnich podminkach tioborrélie non-spiralni formy — cysty a L

formy se snizenou metabolickou aktivitou (Obrazgk 2

Obrazek &. 2. Rast mladé borrélie z cysty, ELM (RNDr. Hulinskéa, C®zU)

1.2. Genom bakterieBorrelia burgdorferi

Borrelia burgdorferi(Bb) je jednim z organizin u kterého je znama sekvence
celého genomu. V roce 1997 byly publikovany prwsledky sekvenaceV roce 2000
bylo sekvenovani dokéeno (obrazek 3, citaBe Na linearnim chromozomu Bb
sekvenovaného kmene B31 o délce 910 72% pazi bylo lokalizovano 853 gén
kodujicich proteiny pro replikaci, transkripci, nsdaci, transport soli a energeticky
metabolismus. Genom obsahuje sekvence pro synigaproteini vnéjSi membrany,
ale sekvence pro biosyntézu slozek této membréayirokyselin (AMK) a mastnych

kyselin, a dale nukleotida kofaktofi enzymi chybi. Tyto slozky musi Bb zisk&vat
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z hostitelského organismu. Timto se mohou w¥ifevat vysoké naroky borrélii na
kultivaci in vitro. Borrélie jsou typické omezenou metabolickou vykosti. Primarnim
zdrojem energie je glukoza. Glykolyzou vSak mohagt wyuzity i dalSi sacharidy
(fruktdza, maltéza) glukosamin a glycerol. Prodgktkolyzy (pyruvat) je peméinovan
na laktat. Geny kodujici proteiny oxidativni fosfiaceci Krebsova cyklu nebyly dosud
identifikovany. Produkci ATP dosahuje borrélie dufi®vou fosforylaci. Rimérna
molekulova hmotnost protairkddovanych na chromosomu je 37 529.
Osekvenovany kmen B31 obsahuje minimally plasmid, 9 linearnich (pro
OspA, OspB a VISE antigeny) a 12 cirkularnich (PspC antigen). Ekteré plasmidy
se mohou &hem kultivace ztracet. Ztratou plasmiddojde ke ztr&t vngjSich

variabilnich proteif a tedy i ke ztré&tvirulence.

Borralia burgdarferl, complete genome

Arcegibon MC_ D013 18 Topalogy linear, Lengih, 50,724 bp, Genes. B7

Obrazek ¢ 3. Kompletni genom  bakterie Borrelia  burgdorferi
(http://en.citizendium.org/wiki/File:Borrelia_gen@npng)
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1.3. Antigenni struktura

Bb ma celoutradu povrchovych antigénproteinové i neproteinové povahy.
Identifikace ¥chto antiged je velmi dilezita, protoZe povrchové antigeny jsou
zodpo¥dné za imunitni odpa@d’ hostitele — vyvolavaji tvorbu protilatek. Tohoto
principu se vyuZziva jak v diagnostice (metody EL)S¥B a IFA), tak ve vyzkumu pro
vyvoj vakciny. Imunizace proteiny OspA, OspB, Ospébo OspF zaji%ije efektivni
ochranu zwiat v experimentu. Jednotlivé antigeny se liSi semlekulovou hmotnosti
udavanou v kDa. Geny kodujici tyto proteiny jsolkalkizované na plasmidech a
vykazuji vysSi stupe heterogenity, nez geny kdédované na chromosometlpets
exprese mze byt redukovan ztratou plasmid Snahou je proto identifikovat
chromosomalé kodovany povrchovy antigen, ktery bude poskytov&tokou

imunizani ochranu.

1.4. Povrchové antigeny Osp

Mezi nejvice prostudované antigenyipddsp (Outer surface protein) antigeny
vngjsi membran{ Jsou odpatdny za imunitni odpaid’ hostitele. Popis Osp antigen

je uveden v tabulce 1.

Tabulka ¢. 1. Prehled povrchovych antigérOsp

Povrchovy antigen Molekulova hmotnost Lokalizace geni

OspA 31 kDa linearni plasmid
OspB 34 kDa linearni plasmid
OspC 21 az 25 kDa cirkularni plasmid
OspD 28 kDa linearni plasmid
OspE 19 kDa cirkularni plasmid
OspF 26 kDa cirkularni plasmid

Mrivriw s

RozliSujeme 8 variant tohoto antigenu. OspA vazedhe ke stevu kliSéte. Po nasati

klistéte je produkce OspA borrélii potlena vlivem teploty a pH, borrélie opousti
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strevo, gesouva se do slinnych Zlaz k& a odtud na hostitele. OspA se vaze
k plazminogenu hostitele a usiage jeho aktivaci, ¢imz dochazi k degradaci
vysokomolekularnich glykoprotein jakym je napiklad fibronektin, a tim zvySuje
invazivnost borrélfi. Pii opakovaném pasaZovani virulentnich kindylo v Narodni
refereréni laboratdi pro lymeskou borreliozu SZU pozorovano vymizeohdto
antigenu v roce 2005. OspA antigen ma vliv i nadmbzkomplikace onemogni
lymeskou borreliozou. Tento antigen pochazejicioziptatki borrélii nebo vazany
v imunokoplexech slouzi viijpad perzistence v kloubech jako ohnisko pro vznik
artritidy vlivem lokalni aktivace T-lymfocyt MaZe byt vyvolana autoimunitni reakce
OspB je produkovéan spiSe americkymi nez evropskymi kmenyétia Protilatky proti
tomuto antigenu se tyiov pozd;jSich stadiich infekce.

Pri sani klistte dochazi k potteeni produkce OspA antigenu, jak jiz bylo
zmirgno, a stoupa produkd®spC, ktery je dilezity pro gechod borrélii do slinnych
214z Kklistte a pro jejich adaptaci v hostiteli. OspC se wislinach na protein Salp15,
ktery inhibuje aktivaci T-lymfocyi blokaci funkce Lck kindzy v kask&doienosu
signalu z receptoru CDA RozliSujeme 24 invazivnich kmérBb z 69 tyf OspC.
OspC je hlavnim membranovym antigenemiagném stadiu infekce, kdy je vysoce
stabilni. Naopak vifirozené populaci borrélii vykazuje zmeu variabilitu. Skupiny A,
B, D a K se nejastji vyskytuji pii infekcich uc¢lovéka. Antigen OspC je zkouman
v souvislosti s vyvojem dkovacich vakcin. Byla u & prokazana moznost indukce
protektivni odpo¥di.

OspD je dilezity pro perzistenci borrélii v hostitelskychnwdch, protoZze se
Ucastni procesu adheze na jejich receptory. R@odbbré mé toxické dinky®.

OspE a OspFjsou antigeny péici do rodiny povrcho¥ exponovanych Erp
(surface exposed outer membrane proteins) lipojpiot&orrélie je syntetizuji dhem
tasné infekce u sawt'. Obecw Erp proteiny vaZi faktor H, ktery je ststi
komplementové kaskady a brani baktefigropsonizaci a fagocyt6Zsu

1.5. Dalsi antigeny borrélii

VISE (variable major protein-like sequence, expressbdazek 4) je povrchovy
proteinBorrelia burgdorferisensu lato. Antigen VISE je kbvy pro geZziti borrélie. Po
vniknuti do hostitelského organismwmi borrélie své povrch@vexprimované VISE a

tak se brani rozpoznani a eliminaci imunitnim systét®. Gen pro VISE se sklada z 15
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spicich genovych kazet a jednoho expresniho miRalkombinaci mezi jednotlivymi
kazetami vznikne funini gen jako zdroj antigenni variability. Rekombieagastava
pouzein vivo. Po zpracovani borrélie antigen-prezentujicimhkami je kompletni
VISE prezentovan imunitnimu systému a indukuje kwvorprotilatek pimo proti
konstantnim a chré&nym oblastem VISE. CehoZ se vyuZiva v diagnostice, protoze

nezaleZi na druhu borrétfe®

invariable
regions

Borrelia
membrane

conserved

reqions

L

Obrazek €. 4. Struktura VISE antigenu (navod k Euroimmun antirblia WB 2006)

Na stavis biciku borrélii se podilflagelin A o molekulové hmotnosti 41 kDa,
ktery tvai obalovou vrstvu iku aflageliny skupiny B tvorici jadro. Flagelin byva
vyuzivan jako marker v diagnostickych soupravacbtiRtky proti tomuto antigenu se
tvoii v casnych fazich onemoémni. Neni @ilis specificky a nize byt zdrojem falegn
pozitivnich reakci, proto sdasré dokazujeme i OspC antigen, ktery se r#n
uplatiuje v¢asné imunitni odpadi.

DbpA a DbpB (decorin binding protein) jsou adheziny vazicikeekolagenu
v pojivové tkani pes proteoglykan dekorin. UminZji borréliim adhezi k hostitelskym
burnkam.

Skupina proteitt CRASPs(Complement regulator acquiring surface protej@s)
zodpo¥dna za interakci s faktorem H komplementu a inakiivC3b, slozku
komplementu. Borrélie jsou tak chegré ged opsonizaci. Skupinachto proteiri byla
poprvé prokazana u drutBorrelia afzelit®.

Proteiny Bdr (Borrelia direct repeat protein) se nachézeji woplgzmatické
membrag a nejsou ovlivnitelné protilatkami ani antibiotikydraji roli pfi prenosu
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signédlu z okolniho prostdi a jejich produkce je ovli¢éna rozdilnymi okolnimi

podminkami®.

Mezi dalSi antigeny borrélii patnagiklad Fibronectin binding proteins, p66,

Vmps (Variable major proteins), p20 a f22

1.6. Borreliaburgdorferi sensu lato — genospecies

Na zaklad genetickych, fenotypovych a imunologickych vlastiodilime

komplex Borrelia burgdorferisensu lato na devatenact hlavnich drehgenospecies

(tabulka 2).

Tabulka ¢. 2. GenospecieBorrelia burgdorferi

Genospecies

Geografické roz&ni

autor

Patogenita

B. afzelii

. americana
. andersonii
. bavariensis

. bissetti

T W W W

. burgdorferi s.s.

. californiensis
. carolinensis

. finlandensis

W W W @

. garinii

B. japonica

. kurtenbachii
. lusitaniae
. sinica

. spielmanii

U W W W @

. tanukii

Evropa, Asie

USA

Sev.Amerika

Evropa

Sev.Amerika, Evropa
Evropa, USA

USA
USA
Evropa

Evropa, Asie

Japonsko

USA
Evropa,Sev.Amerika
Cina

Evropa

Japonsko
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Canica a kol. 1993

Rudenko a kol. 2009
Marconi a kol. 1995
Margos a kol. 2009

Postic a kol. 1998
Baranton a kol. 1992

Postic a kol. 1997
Rudenko a kol. 2009
Casjens a kol. 2011
Baranton a kol. 1992

lymeska borrelioza
kozni léze, ACA
nepatogenni
nepatogenni
patogenni
nepatogenni?
lymeska borreliéza
myokarditis
nepatogenni
nepatogenni
nepatogenni
lymeskéa borrelioza
neurologické

manifestace

Kawabata a kol. 1993nepatogenni

Margos a kol. 2011

nepatogenni

Le Fleche a kol. 1997patogenni

Masuzawa a kol. 2001 nepatogenni

Richter a kol. 2006

patogenni

Fukunaga a kol. 1996nepatogenni



Tabulka ¢. 2. GenospecieBorrelia burgdorferi— pokra&ovani ze strany 15

Genospecies Geografické roz%ni autor Patogenita

B. turdii Japonsko Fukunaga a kol. 1996nepatogenni

B. valaisiana Evropa, Asie Wang akol. 1997  provéazi B.g., EM
B. yangzte Asie Chu a kol. 2011 nepatogenni

Toto rozdleni vSak neni kord@é, protoze &které izolované kmeny nemohly
byt zadazeny do Zadné jmenované skupiny. Z uvedenychudjsbu prokadzanymi
puvodci lymeské borreliézyB. burgdorferj B. afzelii B. garinii a B. bavariensis
B. valaisianaB. japonicaaB. bissettibyly prokazany v klinickém materialu. Jednotlivé
druhy borrélii se liSi kombinaci plasniidskladbou antigen zastoupenim strukturnich
slozek a jejich funknimi aktivitami.

Borrélie se sice vyskytuji v mnoha oblastectta\(Sev. Amerika, Asie, Evropa,
Afrika i Australie), ale liSi se v druzich a antigech vlastnostech. V Evrépreviada
jako pivodce lymeské borreli6zB. burgdorferis.s. VCeské republice jsouipodcem
predevsim B. afzelii ktera mé& afinitu k postizeniuke a B. garinii se vztahem
k postizeni CNS.

1.7. Zpusob prenosu

Borrelidza je penaSend biologickymignosem kliGaty rodu Ixodes. Principem
biologického penosu je pomnoZeni agens nebo pléd ¢asti svého vyvojového cyklu
v téle klis€te. Renos borrélii na hostitele je usk&nén pies slinné zlazy kliste (i
jeho sani na hostiteli. Tato cesta nakargdpoklada delSi dobu sanidtvpiechodu
piimo ze stev kliS&te pi jeho nespravném odstravani a poskozehi

Orienta&ni doba penosu borrélii z kligte na hostitele je u kli&e Ixodes
scapularisa Ixodes persulcatuasi 36 hodin a uxodes ricinusasi 17 hodin. Z toho
vyplyva, Ze ¥asné odstrami prisatého klidtte mize vyrazg ovlivnit pienos infekce a
nasledny rozvoj onemogni.

Borrélie se vdle kliS&te vyskytuji nejastji v zadnic¢ésti steva, mén pak ve
slinnych Zlazach, hemolymfaj. V obdobich mimo sani se vyskytuji v epiteliém

bunkach stevnich zahyb, které jim poskytuji ochranui@d nepiznivym prostedim
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streva. Jak jiz bylo zmimo, dileZitou Glohu pi osidlovani steva hraje kifovy protein
OspA, ktery umoiuje ukotveni borrélii v epitelu igtva. V obdobi sani kli&e na
hostiteli klesa exprese OspA, borrélie se odpowidjstny skeva a putuji do slinnych
Zlaz (obrazek 5). Vtéto fazi se exprimuje OspCngiuk prechodu borrélii fes

hemolymfu do slinnych Z14z, odkud mohou bigmeseny na hostitéle

Tick gt Tick-host-pathogen
interface
b Salp15
B. burgdorderi (- Ant
. igen
._-"Pll_)’nl_,ﬂ.f 2&2—., k . Tosll |
OspA ==Pse e N
e g ﬁ. TCR
r\_.r\r‘j A% APC | MG I

S
/
D=pA binds TROSPA

TROSPA

Salp15 inhibits T call
activation

Salp15 present

Anti-OspC  Salp1s
Sakivary gland of Ny :j ;5 \
feading tick P2l o e =
= ‘ﬂuﬂd o =
OspC
B. burgdoria Salp1s
_)rjvndpuﬂ\ Salp15 abzent b
O'SDC 5 ™
é‘ 2 \ N ‘J/gu
\_??/o S 5 WG S
o-séf 11 = OspC N B furgdorten
Cients o Saln Salp15 pratects B burpdorfen
S e from antibody-meditated kiling

Obrazek ¢. 5. Exprese antigenpii sani klistte
(https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Borrebarrgdorferi_and_Lyme_Disease)

Kolem pisatého klisite se objevuje erytém. Tato reakcéze pretrvavat i
dlouhou dobu po odstrani klisS€te. Pro diagnostiku onemoani je dilezité erytém
odlisit od erythema migranskteré je ¥tSi, s centralnim vybledem a ma tendenci se
rozSrovat.

Mimo jiz zminovanou lymeskou borrelidzu trhe kliSE prenasSet také dalSi
onemocsni. V Ceské republice se jedna zejména o ehrlichiézuk@idganulomatdzni
anaplasmoza), bartonellozu (bacilarni peliza aildra¢ angiomatdza), babesiézu,

rickettsidzu a klitovou encefalitidu.
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2. VVektor onemocnréni

Hlavnim vektorem onemoéni jsou kli¥ata rodulxodes Jsou to krev sajici

ektoparaziti. Jejich Zazeni v ZivoiSnérisSi ukazuje tabulka 3.

Tabulka €. 3. Taxonomie kligat

rise Animalia
kmen Arthropoda

podkmen Chelicerata

tiida Arachnida
rad Acarina
celed’ Ixodidae
rod Ixodes

2.1. Zivotni cyklus klistéte

s

Klist¢ obecné je Weské republice nejrozgrsjsim zastupcenseledi Ixodiae
Béhem zivotniho cyklu projdeeémi vyvojovymi stadii a vysitda & hostitele, protoze
piemgna v dalSi vyvojové stadium vyzZaduje nasati krvpoanasati kligt hostitele
opousti. Natloveéku saji vSechna vyvojova stadia - larva (6 nohayimfa (8 nohou) a
imago (obrazek 6). Zivotni cyklus kl&¢ v girods trva 2 aZ 6 let. Zimovani kit
muze probihat jak v nasatém, tak nenasatém stavwy lsa Zivi 2-3 dny, nymfy 3-5
dni, samice 5-10 dni. Kladeni wagk samici (az 5 000 vagk) nastava aZz poripmu
krve. UBorrelia burgdorferisensu lato na rozdil dglorrelia myamotonebyl prokazan

transovarialni penos.

Obréazek &. 6. Vyvojova stadia kligte (Foto Rta, SZU)
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2.2. Vyskyt klistat

Typickym biotopem kligte jsou listnaté a smiSené lesy a porosiyvik s
bylinnym patrem, zejména jejich okraje, dale porast okrajich vodnich tdk Casto se
Klistata vyskytuji i v parcich, zahradach a na neudnigsta pastvinach. Vyrazrmerg
jich je v jehliénatych lesich, hlavnjsou-li bez podrostu, a v kamenitém predi s
minimem porostu. V zeddélskych kulturach se nevyskytuji. Vzhledem ke spekjfim
narokim na vihkost prosédi nejsou kligata na otetenych, osluénych suchych
mistech a také na raSeliniStich a v trvale pagmém terénu. S nadifskou vySkou
sice velikost populace kli&e klesa, nicmén na naSem Uzemi byl jeho vyskyt v

poslednich desetiletich zaznamenan i v horskycbhdah az na horni hranici lesa.

2.3. Predpowd’ aktivity klist éte obecného na tzemteské
republiky

Odbor klimatologie Ceského hydrometeorologického Ustavu vydava ve
spolupraci se SZU kazdé patid a ctvrtek aktualni pedpoed aktivity klistte
obecného na UzendiR. Tato pedpowd je dostupna Siroké ejnosti na webovych
strankach Ministerstva zdravotnictviCdMU. Predpowd je poskytovana od dubna do
fijna. Zakladem fedpovdi je monitoring aktivity kligte obecného na pokusnych
plochach o pesné vyniie provadny v letech 2001-2006. Klimatologicka data byla
pievzata z databazeHMU v Praze - Libusi.

Mikroklimatologicka data byla registrovana pracagnC HMU piimo v mistech
monitoringu aktivity kligat. Na zaklad téchto vstupnich dat byly vypracovany
matematické modely vlivu meteorologickych fakiona aktivitu klifat ve fazi
vyhledavani hostitel CHMU a SzU spoléné vyvinuli positatovy program
TICKPRO, ktery umofiuje vydavat pedpowdi pro Sirokou veéejnost. Protoze zémy
aktivity klistat podmiuji i zmeény rizika napadeni a s tim spojené riziko infekce
nékterou z nemoci klf&aty prendSenych, pomaha program TICKPRO toto riziko
minimalizovat vydavanim vystrah ke zvySené pozdinobyvatelstva v kritickych
obdobich. Stupnice ohroZeni ma Skalu od 1 do 1 lkdedstavuje malé a 10 nejvysSi
riziko.

Aktualni odkazy naiedpowd aktivity klistat na webovych strankach:
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http://www.mzcr.cz/Verejne/obsah/predpoved-akthkiigtat 1099 5.html
http://www.chmi.cz/portal/dt?menu=JSPTabContair@r( Predpovedi/P9_1 Pocasi/
P9 1 1 Cesko/P9 1 1 6 Klistata

2.4. Prevence napadeni kligtem a prenosu infekce

Statni zdravotni Gstav vydal na svych oficidlnichebavych strankach
doporikeni, jak se fedem pipravit a jak se chovat ip navseve lokalit

e

s predpokladanym vyskytem ktigt. Mezi nejdlezitéjSi body paiti:

- zvoleni vhodného obteni, gredevsim dlouhych kalhot. Ideélby mgl byt oddv
ze s\tlé latky bez viasu

- zvoleni vhodného repelentnihégravku a sledovat dobwiaku vyzna&enou na
obale

- pohybovat se po cestach, neusedat do vegetacgyadevsim rozhrani louka-
les

- ob¢as prohlédnout spodésti odvu a eventuakisejmout pichycena kligata

- po navratu dorin peilivé prohlédnout cel&lo

Mezi negastjSi mista pisati kliStte pati podkolenni jamka, podpazfjdla, za
uSima a zvlastu dti pak ve vlasech. Kli§tale mize sat na kterémkoli méstéla
véetrg intimnich partii. Vzhledem k tomu, Ze gkpvéku mohou sat vSechna vyvojova
stadia klistte (vyvojova stadia viz obrdzek 6), je nutné provad kontrolu velmi
peilivé. Nenasata larv&i nymfa maji v piméru kolem 1 mm. Prohlidku jefdba
opakovat i nasledujici den, protoZze Kise nize pohybovat i &olik hodin, nez se
prisaje. Dhlezita je i kontrola obk&eni, ve kterém rize byt kliSé prichyceno.

Jak je ¥ejmé z kapitoly 1.5 Zjsob genosu, ¥asné odstrami klis&te vyrazi
ovliviiuje pravépodobnost ndkazy. V prvni fazi sani je Kiptichyceno pouze zoubky
na sacim uastroji. V dalSi fazi jiz se kolem sadilstroji vytvai tzv. cementovy obal a

odstrarni kli&te je obtizjsi®.
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2.5.

Odstranéni a likvidace prisatého klisgte

misto gisati desinfikovat vhodnym desintgkm prostedkem. Pokud pacient
nema alergii na jod, jsou dop@ényvané jodové preparaty, které delpronikaji
do tkani.

klist¢ odstranit viklavym pohybem nawénou textilii, nebo opaténpodebrat a
vytahnout ngkkou pinzetou. Pro tytod@ly jsou i kometné vyrakené pinzety.
Klist¢ nevyt&ime, saci Ustroji neobsahuje vruty a hrozi rizikiorzeni gedni
Casti klistte.

misto po pisatém kliSti znovu desinfikovat

klisté je potencialt infekéni material, proto musime dbat zvySené pozorndsti p
jeho likvidaci, aby nedoSlo k p@snéni rukou a okoli. Vhodnym Zgobem
likvidace je nap. splachnuti do toalety. KliSherozmakavame holou rukou, ale
muzeme jej umistit do igelitového&dai. Paleni kligtte je vhodné pouze v obalu
(papir, noviny). Jinak id¥e dojit k penosu infekce ip vystiiknuti prudce
zalratého obsahu kli&e.
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3. Klinické p riznaky lymeské borreliozy

Vzhledem k éznym genospecies, které lymeskou borreli6zu vywajlaysou i
klinické priznaky této nemoci velmi rozmanité. Dochazi k pmsti fiznych organ.
Onemocgni mize probihat i zcela asymptomaticky nebo s mirnyffanaky, kterych
si pacient nemusi vSimnout. Lymeska borreliéza jensocini, které podob# jako
dalSi spirochetalni infekce (syfilis) probiha veith. Jedna se ®asné lokalizované

stadiumcasné diseminované stadium a pozdni stadium.

3.1. Casné lokalizované stadium

Typickym piznakem tohoto raného stadia je vysev erytému telrd), jehoz
minimalni pamér je 5 cm. Objevuje sefiplizné za 3 az 30 dih (v ojedirglych
piipadech i pozgi) v mist prisati kliStte. DalSi erytémova loziska se mohou objevit i
vzdaler od prvniho vysevu. Odtud pochazi ogwi erythema migrangEM). Tyto
skvrny se kruhovét zwtSuji a mivaji ohrageny lem s centralnim vybledem. EM je
nebolestivé, nesdi. Velikost EM zavisi na mnozstvi borrélii &g a imunitnim
systému pacienta. Klinicky rozliSujem# rakladni typy EM: anularni, homogenni a
homogenni s lemem. Vyskyt EM u paciest pohybuje mezi 70 a 80 %.

V tomto stadiu se objevuji nespecifické fgtkové iznaky” jako bolest hlavy,
febrilie, subfebrilie, nechutenstvi, zvySena Unasty bolest svél a klouhi, tresavka
apod. Vzhledem k nespecifickymiipnakim, absence EM u ¢ékterych paciernit a
nezaznamenani kige v anamnéze nebyva vzdy mozmay borreliozu odhalit a dé.

Obrazek ¢&. 7. Erythema migrans- ilustra&ni foto (fednaska RNDr. Katgy
Kybicové, PhD., SZU 2015)
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3.2. Casné diseminované stadium

Casné diseminované stadium nastavéa tydny &ice po nakaze. V tomto stadiu
jsou borrélie hematogenni cestou diseminovany thoeorganizmu. Nastava imunitni
odpowd. Tvorba protilatek zéina zhruba verétim azctvrtém tydnu po vstupu borrélii
do organizmu. Nejprve nastava tvorba IgM a posléte které mohou perzistovat i
fadu let. Je vhodné provést dva &gbs cca 4tydennim rozestupem, abychom mohli
pozorovat sérokonverzi nebo signifikantni vzestitiqu tprotilatek. V tomto stédiu se

muzeme setkat s projevyianého druhu.

3.2.1.Kozni projevy

Mezi kozni projevy pét predevSim borréliovy lymfocytom, uzlik tmavorudie
tmavofialové barvy lokalizovany n&jsgji na uSnich lal¢cich, na nose a prsni
bradavce (obradzek 8). Diagn6za je vtomto stadedevSim klinicka. B vyskytu
lymfocytomu u ditte se antibioticka tba nasazuje bezodklatin Séropozitivita
podpdi klinickou diagnézu, aléada pacierit jeS€ v tomto stadiu nemusi mit protilatky

vytvoreny. V gipad pochybnosti se dofalije histologické vySéeni.

o

&

% ".‘!'.'_ ;:‘. ; &
r"k- -.-m_ ﬂl'{ e .

Obrazek ¢. 8. Lymfocytom - ilustréni foto (fednaska RNDr. Katey Kybicove,
PhD., SzZU 2015)
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3.2.2.Neurologické projevy

Neurologické projevy jsou #gobené fimym toxickym a zagtlivym
pasobenim borrélii. Perzistence borrélii v nervovéntk mize byt gicinnou i
autoimunitnich pochad které poskozuji neurony, glii i nervova vlaknaz anize vést
k demyelizaci.

Druhé staddium je charakterizovdno meningitidou, nidmi neuritidou a
polyradikuloneuritidou. Nastava zakolik tydni az nésici po infekci borréliemi.
Druhé stadium seéasto projevuje jako aseptickd meningitida. V mozkarim moku
byvad pozorovana lymfocytarni pleiocytéza, ale nelpyvzde detekovatelné
mikroorganizmy. Pacienti byvaji afebrilni, teggji jsou pritomny pouze znamky
meningedlni iritace V Evrops se vyskytuje obraz Bannwarthova syndromu, ktery se
projevuje ostrou miivou bolesti hlavy. Symptomy jsou kolisajici, mohowat neésice

a prejit do chronicity.

3.2.3.Muskuloskeletarni projevy

Objevuje se postizeni kloab(lymeska artridita) a to ipdevSim kolenniho,
loketniho a hlezenniho. Projevuje s&hstvavou bolesti s opakujicimi ataky. Postizené
klouby byvaji oteklé a horké. Mezi dalSi projevytipazaretlivé procesy struktur
pohybového aparatu jako z#éy Slach (tenditidy, tendovaginitidy, tenosynowijd
zarety vazi (entesitidy), zagty kloubnich pouzder (kapsulitidy, bursitidy) a Kva
(myalgie, myositidy).

PostiZzeni srdce, ke kterému dochazi v tomto stadingujeme jako lymeskou
karditidu (LK). Objevuje se zpravidla 2 tydny aznsiai po vstupu infekce. Vyskyt
LK u pacient s LB se v Evrop odhaduje na cca 4 %fipiemz pondr nemocnych
muAl a Zen LK¢ini 3:1. Symptomy LK se podobaji symptdm jinych olghovych
onemocgni. Mohou se projevovat jako dusnost, bolest naliku, palpitace (buseni
srdce), synkopa, zaveatapod. Zdrojem jsou arytmie, perikarditidy, myokady a
dilatované kardiomyopatie jako pozdni projev meastdee.
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3.2.4.0¢ni projevy

Castji nez gimé napadeni dmich tkani patogennim agens se v patogezi
uplatiuje imunologicka reakce.dkteré nalezy jsou obdobné jaki pyfilitické infekci.
Oc¢ni projevy jsou velmi rozmanité, @ejstji se objevuji ve Il. a lll. stadiu, ale mohou
byt i prvnim giznakem infekce. Toto se tykd&egulevSim konjunktivitidy, episkleritidy
nebo edému vek, které se objevuji v prvnim stadiu chorolsiaiik dni po EM. Zde je
piipadt pozitivni reakce na ATB tbu. Po ngsicich az letech od prvniho projevu
nemoci se objevuje stromaldi epitelialni keratitida, nejprve vSak musime vyiibu
virovou ¢i treponemovou etiologii. Terapie se zde uflgg steroidova. ATB kba byva
bez odezvy, coz podporuje teorii 0 imunologickéfvquu potizi. Mezi dalsi ai
projevy pati: exudativni odchlipeni sitnice, ésthava papila, neuropatie optického

nervuci parézy okulometrickych neiiv

3.3. Pozdni stadium

Borrélie dokazi dlouho perzistovat v organismu akainimunitni odpoxdi.
Neni vSak doposud znamo, zda pozdni projevy onetndaitouto perzistenci souvisi,
nebo jde o zkZené reaktivity proti borréliovym antigém. U borrélii nebyly dosud
identifikovany faktory virulence, jako jsou toxingebo enzymy. f#tom antigeny
lipopolysacharidového charekteru vyvolavaji podobreakce, jako po vniknuti
endotoxinu do organismu. Tyto mechanismy se prdak&rapodileji na posSkozeni
kloubi pii lymeskych artritidach a maji podil i na nespeasifich horénatych stavech.

Pozitivni nélezy borrélii v likvoru, synovialnickekutindch ¢i lymfatickych
uzlinach byly dokumentovany i u séronegativnichigratd. To je dikazem, Ze saiasti
klinického obrazu lymeské borreliozy nemusi byt wZzgrotilatkova odpo¥d.
Standardni vyskyt protildtek v tomto obdobi jsowtipatky fadu IgG stimulované

borréliovymi antigeny p18, p39 a p100.

3.3.1.Kozni projevy

V tomto stadiu se d¥e objevovat ACA gcrodermatitis chronica atrophicans

obrazek 9). Blime ji na d¥ faze — zaélivou a atrofickou. Zaétliva faze zdina
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obvykle rékolik mésial po giséati klistte jako akutni zan kaze. Na pokozZce jsou
viditelné temi ¢ervené neohraténé skvrnyasto doprovazené edémem. Lokalizované
jsou gredevsim na ohideji, trupu nebo dorzalni stralkoncetin. Atroficka faze postihuje
cca 8 % pacieiit a projevuje se jako ztéeni Kize s prosvitdnim Zilni kresby.

V bioptickych vzorcich paciefit s ACA byly borrélie prokazany elektronovou

mikroskopii i kultivané jako jasny dkaz etiologie.

Obrazek ¢. 9. Projevy ACA - ilustréni foto (gednaSka RNDr. Katgy Kybicové,
PhD., SZU 2015)

3.3.2.Neurologické projevy

V pozdnim stadiu se tie jednat o encefalomyelopatii, radikuloneuropatii
poruchy svalovécinnosti v disledku postizeni nervovych viaken.ikké se objevit
hydrocefalus, mozkova atrofie s poruchami pami chovani napodobujici
parkinsonovu chorobu. UéiSich gipadi nastava vicelozZiskové postizeni imitujici
roztrousenou sklerozu. Pozdni stadium neurobomglioma spoléné rysy

s neurosyfilitidou (progresivni demence).

3.3.3.0¢ni projevy

V pozdnim stadiu se objevuje&tginou pouze v mirnych formach uveitida jako
pozdni projev imunologické reakce. Na lymeskou &ldzu je teba myslet u vSech
nevyswtlitelnych uveitid, nebt mize byt jejim prvnim projevem. Terapie je lokalni
podavani ATB a steroid které je ieba opakovat. &dy pozorujeme i fechodné
zhorSeni po ATB terapii.
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3.4. Lymeska borrelidza v €hotenstvi

Transplacentarniipnos Bb s. |. nebyl jeStdostatén¢ prozkouman. Borrelidéza
procklana a zaléena ped thotenstvim by i&jm¢ nentla mit na vyvoj plodu vliv.
Pokud dojde ke vzplanuti infekce v obdobi gravidjeypravépodobné, Ze d¥e dojit
k rizné zavaznym poskozenim plodii k jeho oduniieni. Borrélie byly prokazany
v odunielych plodech matek, u nichZ se prokazala lymeskéehoza v I. trimestru, a
to v mozku i parenchymovych organech. &i géropozitivnich matek byly detekovany
IgG protilatky, coz poukazuje na moznost transpitmiho penosu. IgG pozitivni
déti mohou byt bez klinickychifiznaki, protilatky vymizi za cca 9 az 17é&sial. Stale
vSak neni fesré znamo, jaky vliv ma infekce na plod. Gravidni Zgayxi vzplanuti
infekce nutné zalét vhodnym ATB, které nepoSkozuje plod. Pacientikantla byt
sledovana po celou dobéhbtenstvi az do porodu, kdy je odebirana Zilni kreatky,
pupe&nikova krev a vzorek placenty na ELM, PCR, WB a $Al Matka i di¢ by
nadale mily byt zaazeni do dispenzarni & V sodasné dob se problematikou
lymeské borreliézy u &i a €hotnych ¥nuje MUDr. Lenka Krbkova, CSc. z Kliniky
détskych infekinich onemoceni pri Fakultni nemocnici v Bré
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4. Laboratorni diagnostika lymeské borreliozy

Stanoveni diagnozy lymeské borreliézy bglonbyt komplexni. Vychdzet méa
zejména z klinickych fiznalki pacienta, jeho celkové anamnézy a vysiedk
laboratornich vySéeni. Mezioborova spoluprace je u lymeské borreliédigova,
protoze jak jiz bylo uvedeno, onemeain se projevuje Sirokou Skalou klinickych
piiznaki. V laboratorni diagnostice vyvstava problém sriprtetaci vysledi vySeteni.
Spolgnost infekniho |ékastvi Ceské |ékeské spolénosti J. E. Purkyfiv roce 2011
vydala doporteny postup v diagnostice ¢l& a prevenci lymeské borreliozy.

Spektrum laboratorniho vyseni je velmi pestré. Zahrnuje metodiirpého i
negimého ptikazu. K gimym metodam séadi mikroskopické vyS&ni v zastinu,
elektronova mikroskopie, kultivace, PCR metody kveaace. Mezi ngfmé metody
pati ELISA, IFA a WB. VSechny zmibvané metody popsané v této praci jsou
vztaZzeny k pracovisti Narodni refeten laboratde pro lymeskou borreliézu ve Statnim

zdravotnim Ustavu v Praze.

4.1. Metody piimého pnikazu

Metody gimého ptikazu jsou zalozeny narimé detekci patogennich agens.
Prikaz se provadi z Klinického materialu i v Rifech. Metody imého pitkazu
vétSinou nebyvaji metodou prvni volby pro jejich iai nakladnost a natoost
provedeni. VyuZivaji sefpspornych vysledcich sérologie a pro vyzkumuélyi

Druh vySetovaného materialu je vybiran na zakiainickych obtiZi pacienta a
stadia onemocmi. Tedy z klinického materialu, kde Iz&itomnost patogenniho agens
ocekavat. V akutnim stadiu jsou to biopsie z mistagpi kliStte nebo z oblasti oknaj
erythema migrans Ve fazi hematogenniho rozsevu je to periferni vkré¥i
neurologickych obtizich likvor, ktery je odebirgmotiné s periferni krvi. U kloubniho
postiZzeni je to odiy synovialni tekutiny. Pro spravnou laboratorni giastiku je
nezbytny spravny odip, transport a skladovani vzorku.

Nejcastji vySettovanym materialem je:
- nesrézliva periferni Zilni krev

- likvor sterilné odebrany lumbalni punkci
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- synovialni tekutina

- biopsie kize, svalu a srdce
- placenta po porodu

- oc¢ni sklivec

- kliste

4.1.1. Mikroskopie v zastinu

Borrélie jsou obtizg barvitelné BZnymi barvivy. Je mozné provést barveni
Giemsovym barvivem po dobu 24 h. Vhégi metodou je mikroskopie v zastinu, ktera
umozni identifikovat nativni borrélie nejen podlesatu, ale i podle jejich
charakteristického pohybu (obrazek 10). Tato metodai vhodna pro vySeni
z klinického materidlu vzhledem k malému ¢po borrélii v tlesnych tekutindch a
kratkodobému vysevu v periferni krvi. Dostateu koncentraci Ize nalézt pouzegiet
kliStéte nebo narostlém kultigaim médiu. Z toho @wvodu se mikroskopie v zastinu
vyuzivd gedevsSim ke kontroletustu borrélii v médiu a orientaimu sledovani
promdenosti vSech vyvojovych stadii kit za fiznych klimatickych podminek. Touto
metodou se provadi i kome vyuzivané vySéeni kliStte pro Sirokou viejnost.
Doporuiuje se kontrola kli&at, ktera sala na rizikovych skupinach padienide

predevSim o malédt, tehotné nebo chronicky nemocné pacienty.

Obrazek ¢. 10.Vizualizace borrélie metodou mikroskopie v zasi{futo RNDr.
Hulinska, CSc., SzZU)

Pro mikroskopické vys#&ni kliStte je nutné vyjmou&lenovce z rany na sucho
a teprve pak ranu desinfikovat, protoze desitriéprostedky mohou kligt vysusit a

znemoznit tak dalSi diagnostiku. Pro transportté#Sdo laboratie je nejvhod¥si jej
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umistit do uzakené nadoby s nawknym vatovym tampdnem nelgerstvou travou.
Neni-li mozny rychly transport, skladujeme Kistlednici i 2-8°C.
Vyhodou této metody je jednoduchost provedeni, éinkklady a rychlost.

Vysledky vySeteni jsou dostupné #adech minut. Nevyhodou je nemoznost

automatizace a pouze orietridvysledky vyseeni.

4.1.2 Kultivace

Borrélie nelze kultivovat naginych kultiv&nich pidach. Jejich vysoké nutni
pozadavky byly uvedeny v kapitole 1.2. Gendorrelia burgdorferi Proto pro
kultivaci vyuzivdme vysoce obohacené Barbour-Ste&edy (BSK-H) médium
s iznymi kombinacemi sterilniho kského nebo kraliho séra. Tato séra musi byt
inaktivovana a zbavena protilatek proti sgakgm bakterialnim antigeéim p60-66, pl16
a protilatek proti spirochétam p41, p56. Dopwe se kultivéni pidu i pouzivana séra
filtrovat. Velmi dilezity je vyvazeny obsah albuminu a vapenatychséatovych soli.
Pro aktivaci cyst sefla obohacuje 6% kskym sérem a aminokyselinou alaniném

Rast borrélii v médiu ovlivauji tyto faktory: teplota, osmoticky tlak, slutré
swtlo, pH prostedi a oxidoredudni potencial, jehoz snizeniteme docilit danim
aminokyseliny cysteinu. Optimalni podminky divych faktofi jsou uvedeny

v tabulce 4.

Tabulka €. 4. Optimalni hodnoty faktdrovliviiujicich kultivaciB. burgdorferi

teplota 32-39C

pH prostredi 7,5
redox potencial Eh+0,1 do 0,2

Priprava a odér klinického materialu vyZadujiifsné sterilni podminky, aby
nedoslo ke kontaminaci jinym bakterialnim kmenematédidl je po gjmu ihned
zpracovan. Neni-li moZzné materiél ihned zpracojatutné jej skladovat v lednickip

2-8°C. Tekuty klinicky material se inokuluje steril@hlou, pevny material jeckovan

sterilnimi chirurgickymi nastroji. # kultivaci z kli¥at je €lo ¢lenovce sterilizovano

oplachem v 70% ethanolu. pH upravujeme pomoci pofnednot 7,2+0,5. Chitinova
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kostra kliséte je naruSena &lhi obsah je resuspendovan do kapky BSK-H média.
Néasleds je ziskany material inokulovan shadako tekuty klinicky materiaf.

Prvni faze kultivace se nazyva staticka. Trva 114Zdni. Ricinou znen
metabolické aktivity a ustu borrélii jsou fedevSim zmny prostedi vyvolané
samotnymi borréliemi. Po tomto intervalu provadim@odminkach nové taly ve
¢tytdennich intervalech kultivaci kontinualni. Teprve . pasézi Ize hovi o izolaci
kmene.

Kultivace je jedind metoda, ktera prokazujggmnost zivych agens ve vzorku,
umoiuje zkoumaniistovych vlastnosti a uchovava borrélie pro budakciumani.
Nevyhodou jecasovd narénost a vysoké finami naklady. Nej#tSi vyznam pro
ziskavani novych kménborrelii a jejich antigein pro dalSi vyuZiti v laboratornich
metodach maji metody ELISA, WB a IFA.

4.1.3.PCR

Polymerdzovéetizova reakce, PCR - z anglického originalu polymerasain
reaction, se vyuZziva praimy prikaz pivodce lymeské borrelibzy - spirochgbrrelia
burgdorferi sensu lato v klinickém materialu a v kidi$ech. Genomova DNA je
izolovana z testovaného vzorku po lyze d&unych elemerni, deproteinovana,
preciSténd a koncentrovand ve vhodné férpro (identifikaci) analyzu. Zaffiomnosti
druhow specifickych oligonukleotidl je amplifikovan specificky produkt sekvence
DNA aZ do mnozstvi, které je mozno po elektroforazebarveni identifikovat v UV
swtle. Porovnanim s kontrolami a DNA markery lze @p&t pitomnost hledané,

specifické DNA ve vzorkty.

IZOLACE DNA

Prvnim krokem PCR je u&pna izolace DNA borrélii ze vzorkuriHzolaci
z lnich tekutin jde o rozpu&ti biomembran a denaturaci proteinPxi izolaci
z pevnych tkani musime pouzit mechanickou siluefdrékani, vortex). f&d izolaci je
nutnéclenovce zbavit kontaminant ze zevniho predi a uvolnit obsahigv a slinnych
7l4z. Nozkky a chitinovy skelet je odstran promyvanim v mezikroku izolat® Mezi
hlavni typy izolace pét fenolchloroformova extrakce a adsorpce na sikkagle
fenolchloroformova extrakce je nevyhodna z hlediské pracnosti. V s@asnosti je

tedy nahrazena adsorpci na silikagel. Tohoto pinaiyuzivaji i vyrobci komené
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vyrakEnych souprav pro izolaci DNA. Kity jsou standardmio specificky druh a
mnozstvi vzorku (Pklad viz obrazek 11). Obvykle vyuZivaji nastavce d
mikrozkumavek s jemnym filtrem zachycuji&stice silikatu pro jeStvétSi urychleni
metody. Izolace se provadi v laminarnim boxu.&sti kazdé soupravy je i negativni
kontrola izolacé'.

Obrazek ¢. 11. Priklad standardniho kom@&® dostupného kitu - Izotmi kit QIAamp
DNA Mini kit (QIAGEN) (foto vyrobce)

VLASTNI PCR REAKCE
Vlastni reakci tvéi cyklické opakovaniit zakladnich krok?

- teplotni denaturace DNA- oddleni vidken dvouSroubovice
teplotou vySSi nez 92

- annealing— pipojeni primeti ke komplementarnim Useta
jednovlaknové DNA nebo RNA {pteplo& 50-60°C)

- elongace -prodlouzZenipiipojenych primet termostabilni
DNA polymerazou (fi 70-75°C)

Vysledek PCR amplifikace je nutno detekovat. Pto t¢ely se Bzn¢ vyuziva
detekce na agar6zovém nebo polyakrylamidovém eliekgtickém gelu pomoci UV
swtla (obrazek 12).
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Obrazek ¢. 12.Vizualizace PCR (foto RNDr. Kybicova, Ph.D., SZU)

REAL-TIME PCR

DalSi moznosti je provedeni tzv. real-time PCR kimegenu 16S rDNA
Borrelia burgdorferi sensu latt. Zkousku je v Referemi laboratdi pro lymeskou
boreliozu providna pouzitim kitu GeneProof Borrelie burgdorferi.t@asouprava
detekuje druhyB. burgdorferi sensu strictoB. afzelii B. garinii, B. valaisiana B.
lusitaniae, B. andersonii, B. bissettii, B. japamicB. tanukii, B. turdii, B. sinica.
Principem je amplifikace chromozomalniho genu kédbp 16S rDNA metodou PCR
a mefeni nafstu koncentrace amplifikaiho produktu v pibéhu PCR pomoci
fluorescekiné znaené sondy. #tomnost DNA borrélii ve vzorku je indikovana
naristem fluorescence fluoroforu FAM. V reak snesi je zabudovan interni standard
(IS), kontrolujici moznou inhibici PCR reakce é&ninost izol&niho procesu. Pozitivni
amplifikace IS je detekovana ve fluoreséim kanalu pro fluorofor JOE. Det&ak
souprava vyuziva technologii ,hot start* minimalizil nespecifické reakce a obsahuje
uracil-DNA-glykosylazu (UDG) kontrolujici moznou &taminaci PCR reakce
amplifikacnimi produkty. VySdébvanym materialem je likvor, plasma, synovialni
tekutina a tkéove biopsie. Metoda umadje kvalitativni detekci DNA. Real-time PCR
metody umo#uji i kvantitativni detekci vstupni DNA ze vzorkiaro (Eely diagnostiky
lymeské borreliozy vSak nejsou vyuzivany, protozeifpyni nalez DNA borréliii

v nepatrném mnozstvig@dstavuje riziko onemoéni.

DETEKCE OspA genu metodou NESTED PCR

Test se provadi podle publikovanévpdni metody ,Detection of Borrelia
burgdorferi sensu lato in lesional skin of patiemts#th erythema migrans and
acrodermatitis chronica atrophicans by ospA-spedfiCR* (citacé’). Publikovana
metoda je kvalitativni, s detekci na gelu. Principmetody je PCR amplifikace OspA
genu koédujiciho povrchovy antigen OspA, kde proSevy vyEznosti je metoda
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provedena jako nested tj. ve dvou PCR reakcichzugich na sebe ast PCR produktu
z prvni reakce je pouzita jako templat pro druheakci. V prvni reakci mohou
vzniknout i ne zcela specifické produkty. Aby se dmihé PCR amplifikovaly jen
Zadouci, specifické fragmenty, pouziva se jiny pametra, ktery lezi mezi primery
pouzitymi pro prvni amplifikaci. #omnost DNA OspA borrélii ve vzorku je
indikovana pitomnosti specifického prouzku na gelu, ktery je¢iem sekvenaci.
Metoda umot#uje detekci OspA genB. burgdorferisensu lato v izolatech #aného

biologického materialu (likvor, synovialni tekutina@lasma, tkéova biopsie).

SEKVENOVANI

Sekvenovani umaitije zjisSteni peadi bazi (A, C, T, G) v iuseku DNA Bb sensu
lato. Principem je modifikovana PCR reakci,kperé je pouzit pouze jeden sekveémnia
primer a PCR produkt jako templat. Nedochézi tedgxbonencialni, ale pouze k
linearni amplifikaci templatu. Kro#n klasickych dNTP jsou v sekvetrd sntsi
piitomny i ddNTP (27,3 -dideoxynukleotidtrisfosfaty)y jsou fluorescetné znaeny
(kazda baze jinou barvou) &i inkorporaci do vznikajicihdettzce DNA zamezi jeho
dalSimu prodluzovéani. Vysledkem sekvémiareakce je tak s#és rizné dlouhych
fettzci DNA a kazdy je fluoresce&né ozna&en barvou podle toho, kterou bazi kbn
Tyto produkty jsou pak elektroforeticky ragedny na automatickém sekvenatoru a je
mozno pecist posloupnost jednotlivych bazi. Sekvenuje se/yéd s jednim primerem.
Pred sekvenaci je nutné PCR produkt purifikovat (miét je zavedena v SzZU
v Narodni referetni laboratdi pro lymeskou borreliézu) a purifikace PCR produlfe
nutno owfit elektroforeticky. Pro Narodni refer&m laborat® pro lymeskou borreliézu
v Praze probiha sekvetrd reakce a sekvetiai analyza na automatickém sekvenatoru
v laboratdi sekvenace DNA na iRodowdecké fakuk Univerzity Karlovy

(https://www.natur.cuni.cz/biologie/servisni-labanad/laborator-sekvenace-dna

Vysledky jsou prohlizeny vV programu Chromas httg://chromas-

lite.software.informer.com/2.;l/obrazek 13). Vyhodnoceni a porovnani vystedie
provadi v databazi NCBI BLASTh{tp://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.qgi

34



! I \{h bl 4 (\ W
o i /M,\/J\, ﬂ“/‘/ Mf ”/ﬂ Vlﬂv /\\ \M'l,WKUM'b ““H‘ \q “MJ‘ il /JW‘ Wl \\}qu /\, ‘.‘w L I

Obrazek ¢. 13. Analyza sekvenovani DNA v programu Chromas

4.1.4.ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE

Prikaz elektronovou mikroskopii je zaloZzen na zhodnéeeorfologie borrélii
(napr. rozmery, paset bicika, cysty, granula) a na imunocytochemické reakcigentu
s monoklonalni protilatkou. Pro vy$ehi se vyuzZiva ultratenkych tik@dvych ez i
buré¢cného sedimentu ziskaného centrifugaci. K negatiuniiarveni se pouziva 1%
kyselina fosfowolframovd. Tké& i sediment je dopotwvano fixovat
v paraformaldehydu. DalSi moZzZnosti je imunosorbiergtektronova mikroskopie
(ISEM), ktera je zaloZzena na reakci antigenu secipleou protilatkou. Reakce se
provadi na pevném sorbetu, n@sn je zde mikroskopicka tia s formvarovou
blankou. Nasleduje konjugace adsorbovaného antigemonoklonalni protilatkou
znasenou zlaterf?. VySetovanym materidlem fite byt krevni plasma, mozkomisni
mok, synovialni tekutina, tRké@vé fezy ¢i izolované kultury a extrakty z kliat.
Pozitivni vysledek této metody je jednoZzngm pitikazem probihajici infekce i u

séronegativnich pacientPiklad obrazu z ELM je uveden na obrazku 14.

Obrazek ¢. 14.Borrélie v ELM (foto RNDr. Radko Novotny, Ph.D.)
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4.2. Metody nepfimého prikazu

Mezi rutinne zavedené metody n#mého pikazu se radi nepima
imunofluorescence (IFA), imunoenzymatickd metodal$) a vysoce citlivy western
blot (WB). VSechny znfiované metody jsou zaloZzeny naukmzu specifickych
antiborréliovych protilatek wtdach IgM a 19G. Obeenize fici, Ze IgM jsou protilatky
casné faze a IgG protilatky rekonvalescentni. AuBédrpretace laboratornich vysleédk
je v pipact lymeské borreliozy velmi obtizna a budeme se §hovat vice u
jednotlivych metodik.

Vhodnym materialem pro vygeni je:
- periferni zZilni krev srazliva (sérum)
- mozkomisni mok
- synovialni tekutina

DuleZity je spravny vyt klinického materidlu pro vySegni. Nag. u pacieni
s kloubni formou lymeské borreliézy se dopmje odebrat sowné s vySetenim séra
i vypotek postizeného kloubu, abychom se vyhnulats¢ diagnéze na zakkad
séronegativity. B diagnostice neuroborrelidézy &ipsoulEzné se vzorkem séra vysaje

i mozkomisSni mok.

4.2.1.1FA

Imunofluoresceéni analyza je zaloZzena na reakci protilatekiidetigM a IgG
s antigenem, v podéb burek infikovanych borréliemi nebo samotnych borrélii,
nanesenym na podloZni sida (obrazek 15). Reakce protilatek je variabilziégisi na
druhu borréli#®. Testovany vzorek pacienta nanasime nalski roztoku obsahujicim
antigeny z nepatogennich spirocliéponema phagedeniso vysyceni nespecifickych
protilatek. Metoda je dvoukrokova, kdy v prvni famaguji protilatky ze vzorku
s antigenem a dochazi k vytemi komplexu antigen-protildtka a ve druhé fazinge
tento komplex navazuje fluoresceinem &ve& specifické antisérum proti lidskému
imunoglobulinu. V proudu modrofialového &ha fluorescetiniho mikroskopu za
piitomnosti specifickych protilatek dochazi k fludtesani antigennichcastic’.
Nevyhodou této metody je subjektivni hodnoceni ma#nost automatizace. Vyhodou
je, Zeteddnim vzorki Ize identifikovat titr pitomnych protilatek.
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Obrazek &. 15.Imunofluorescetni analyzaB. burgdorferi(foto Mgr. Uherkova, SzU)

4.2.2.ELISA

ELISA pati mezi nefastji vyuzivané seérologické metody ke stanoveni
specifickych protilatek. Jedna se o metodu scregmiou, protoZe ani jeji specifita, ani
senzitivita neni pro detekci lymeské borreliézyimgtini. Vysledky test se liSi podle
antigenu pouZitého v diagnostické sougra¥ Ceské republice je na trhu velké
mnoZstvi diagnostickych souprav kormch firem, které pouzivaji antigenyiznych
druhi, kmeri a moznych heterogennich sératyB. burgdorferi sensu lato (ndp
celoburgé¢né antigeny, rekombinantni antigeny, VISE antigéi¢. dopordeni WHO by
se pro diagnostiku lymeské borreliozyelyn vyuzivat kmeny vyskytujici se v dané
oblasti, nejlépe z pozitivnich kultivaci tuzemskymacient. V CR je to kmerB. garinii
a B. afzelii V diagnostice lymeské borreliozy se dogaije uplatiovat dvojstugiovée
sérologické vyséeni zahrnujici konfirmaci vysledkELISA testem WB.

ELISA test je uken k detekci antiborréliovych protilatek IgM a IgQidském
séru, likvoru a synovialni tekutitypem sandwich, tj. pevna faze — antigen — prala
— znd&ena protilatka. Kdy pevnou fazirgdstavuje jamka mikrotittai desttky
S havazanym antigenem a protilatky jsou stanovenyygetovaném vzorku pacienta.
Znaenou protilatkou je zvéci anti-lidsky imunoglobulin anti-IlgM nebo antigg
konjugovany s kenovou peroxidazou. Stanoveni peroxidazové aktigiy provadi
pomoci substratoveho roztoku map o-phenylen-diaminem. Pozitivita se pak projevuj
cervenohgdym zabarvenim, jehoZz intenzita se stanovi¢iemim absorbance na
fotometrd®,

ELISA metodou je moZné stanovovat i specifické kaortiéliové protilatky
navazané v cirkulujicich imunokomplexech pomoci PEQSY (polyethylenglykol
ELISA). Tato reakce ifspiva k upesreéni diagnostiky, neltd se ukéazalo, Ze Ig

v imunokomplexech (zvla&tigM) jsou @itomny hlavi v casné fazi onemoegni, [i
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reaktivaci onemoami, a jejich perzistence je klinicky vyznamna. Kdetpvané
protilatky je mozno detekovat i u jinak séronegaiith pacient®.

Nevyhodou ELISA testu je jeho pémé nizka vypo¥dni hodnota pro klinické
vyuziti. Divodem je existence fkenych reaktivit specifickych protilatek, faleSna
pozitivita, ktera se fize objevit u Bkterych onemoani jako syfilis, infarkt myokardu,
revmatoidni artritidy s pozitivnim revmatoidnim fakem, roztrouSené sklerézy (RS)
apod® Negativni odpo¥d’ miZze byt véasném stadiu infekc# u imunodeficientnich

pacienti, u nichZ neni nastartovana tvorba protilatek.

4.2.3.WESTERN BLOT

Western blot (WB) je vysoce specifickd a senzitimétoda pro detekci
protilatek. Vyuziva se zejména jako konfiknd metoda k pozitivninti hraniénim
ELISA testim ¢i v pfipadt negativnich vysledk ELISA, IFA testim za sogasného
vyskytu klinickych giznalki u pacienta. V testu stanovujeme specifické prijlagM
a lgG proti jednotlivym antigennim strukturam ligtc se svou molekulovou hmotnosti.

Ve Western blotu se pouzivaji antiger§y. burgdorferi sensu lato
elektroforeticky rozdlené v SDS—-PAGE gelu (polyakrylovy gel &davkem
dodecylsiranu sodného) aepesené na imobilizované nitrocelulozové membrany.

Konetnou fazi vyroby WB testu je ezani membrany na jednotlivé prouzky — stipy

Vlastni reakce se sklada zekrokua:

1) reakce specifickych anti-borréliovych IgM ndig® protilatek s antigennimi epitopy
proteini raizné molekulové hmotnosti

2) reakce komplexu antigen-protildtka (Ag-Ab) sdiecim konjugatem zganym
enzymem (po odmyti nenavazanych ziypkotilatek)

3) po reakce enzymu se substratem za vzniku zamarkemplexu (po odmyti

nenavazaného zbytku konjugatu)

Po vysuSeni odé&ame podle floZzenych kontrolnich strip s vyzngenou polohou
jednotlivych specifickych linii (obrazek 16). Preédeni validity testu obsahuji stripy
kontrolni linii slouzici ke kontrole furdhosti a citlivosti soupravy a cut-off linii. U
nékterych souprav je mozné intenzitu linii prowdoftwaro¥. Obdobr jako je tomu
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u ELISA metod i na WB existujgada komamé vyrabinych souprav a gbmetody je

mozné automatizovat.

ViskE antigen on EURO-
LINE membrane chip
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Obrazek ¢. 16.Kontrolni strip EUROLINE-WB: , Anti-Borrelia“ s vygatenym VISE
antigenem (https://www.euroimmun.com/index.php?idsternbl_euroline-
wb_beschreib)

4.3. DalSi laboratorni parametry pozorované u Lymeské boeliozy

V diagnostice lymeské borreliézy se uplgt i dalSi vySatovaci metody. Po
vzoru sousednich zemi seCeské republice zavedl test transformace lymifbcyt
provagny na imunologickych pracovistich. #iP diagnostice neuroborreliézy se
uplatiuje vySeteni intrathekdlni syntézy protildtek a cytologiclké biochemické
vySeteni likvoru. Ri neuroborreliéze riveme sledovat pleocytézu (zejména zvySeni
polymorfonuklearnich butk) a zvySenou hodnotu celkové bilkoviny zvySeni
gamaglobulii. U cca 20 % pacieaits lymeskou borreliézou se objevuje lehka
hepatopatie se zvySenim aminotransferaz (AST, AIM)nai nachazime lehkou
proteinurii. Z hematologickych vy&eni byva zvySena sedimentace erytrocyt
U kardiologickych pacieiit pozorujeme zinu v diferencialnim p&u bilych krvinek.

U nekterych pacierit se objevuje lehka anémie a trombocytop@&fite
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5. Diskuze

Laboratorni diagnostika lymeské borreliozy ntadu uskali pedevsim
v interpretaci jejich vysledk V laboratorni diagnostice lymeské borreliozy bgtadou
prvni volby n&la byt ELISA. Pozitivni vysledky je nutné konfirmatvdalSi sérologicky
zametenou metodou - Western blotem, ktery je vyuzivétetekci anti-borreliovych
protilatek v séru pacienta a ktery vykazuje vyg$izdtivitu i specifitu nez imunoafinitni
metoda ELISA. B stanoveni diagnozy je nutné brat v dvahu néasiedupkta:
piitomnost protilatek proti lymeské borrelioze je méZprokazat i véle/séru zdravych
osob a pacieits borreliozou, kié nemaji klinické piznaky, ale neniidzodem pro
zahajeni Iéby. Protiladtky se zdnaji tvait 3-6 tydni po ndkaze, idvéjSi testovani tedy
muze veést k faleghnegativnim zagam. Titr protilatek neni kvantitativni a neodpovida
zavaznosti onemoe¢ni. Stejrié tak neinformuje o délce trvani infekce, jeji zavagti,
ani o progndéze onemoé&mi. Kometné dostupné vySébvaci soupravy nejsou
standardizované a vysledkyiznych laboratti se proto mohou i vyznamnlisit.
Dlouhodolg setrvavajici protilatkovd odp&¥ nemusi byt tedy znamkou
pietrvavajiciho onemoeni ani selhani kby. Fi interpretaci sérologického vyseni je
dulezité si u¢domit, Ze se rive jednat o zikZenou reakci s jinymi bakterialnindi
virovymi agens. Zkzerg¢ reagujici protilatky se mohou objevit i u pacient
s autoimunitnim onemoénim ¢i u alergiki. Naopak negativni nalez protilatek u
pacienti se zcela jasnymi klinickymitfznaky jako jeerythema migransi lymfocytom
nesmi ohrozit nasazenthdy.

Jasnym pikazem B. burgdorferi sensu lato v klinickém materialu je nalez
borrélii nebo jejich fragmeatpomoci elektronové mikroskopie. Tato metoda jekvSa
pro svou narénost a finagni nakladnost vyhrazena pouze specializovanym
pracovistim. Metoda PCR je vhodna protukaz pivodce lymeské borreliozy
ve vhodném klinickém materialu, kde Ize jeho vysk§tkavat. Opt ma ale metoda
PCR u komamg vyrabinych sel Uskali v neexistenci standardizace.

Postupy uvedené vramci této baksk® prace se shoduji s dop@nim
Spolgnosti infekniho Iékastvi Ceské lékeské spolgnosti J. E. Purkyé vydaného v
roce 201%*. Smernice Deutsche Borreliose Gesellschaft vydasackou [ékeskou
spolg&nosti pro lymeskou borreliézu aktualizované v ra@@ll vydavaji shodné

postupy jako vyse uvederi@ska spoknost. Némecka snirnice je roz&ena o test
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transformace lymfocyt ktery je zde zahrnut do dopdéanych vySdbvacich metod.
Dle &chto postuft se PCR diagnostika dopd@uje provadt ze vSech biopsii a punkci.
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Zavér

Cilem této prace bylo podat uceleny obraz oneructymeskou borrelidzou,
protoZe rozpoznani (a pochopenixmych stadii onemoéni a variability klinickych
piiznaki jsou zasadni pro spravnou laboratorni diagnostiklkové zhodnoceni stavu
pacienta a naslednouwl®u onemoceni.

Laboratorni diagnostika lymeské borreliozy ma lpdigci Sirokou Skalu
vySetovacich metod. Zakladni screeningové metody (ELI®A) jsou dostupné pro
vétsinu laboratti v Ceské republice. Problém v3ak nastavdimterpretaci vysledk
téchto vySeteni. | metody molekularni biologie sechaji dostavat do zakladnich
vySetovacich panél Dochazi k tomu ijgdevSim v komenich laborattich, které
navic nabizeji vysaavani kli¥at od pacierit za gimou finagni Uhradu. Vedle
z&kladnich screeningovych a molekularnich metod jdalSi metody (IFA, ELM,
kultivace) vyuzivany fedevsim k ¥deckym @elim.
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Seznam zkratek

AD..iiiiie, z angl. antibodies (platta)
ACA...cccoeeeeeen. z angl. Acrodermatitis Chroen Atrophicans
VYo PUUUR antigen

AMK ..., aminokyseliny

AO. ... autoimunitni onemaain

ATB ... antibiotikum

ATP ., adenosintrifosfat

(=] o JTTR Borrelia burgdorferi

Baa. .o Borrelia afzelii

B Borrelia garinii

Bbs.l .o Borrelia burgdorferisensu lato
Bb.s.S..ccccunnnnnn. Borrelia burgdorferisensu stricto

Bdr ....oooviiiiiiinns z angl. Borrelia direcpeat protein
CNS......cooiie centralni nervova soustava
BSA......cccoe bovinni sérovy albumin
BSK...oooooeiieinnnn. Barbourova-Stoenerova-Kedlynida
CRASPs............ z angl. complement regulatquamg surface proteins
CHMU ............. Cesky hydrometeorologicky Ustav
Dbp....ccoeeeeee z angl. decorin bindingtein
DNA...........ocs deoxyribonukleova kyselina

dNTP ... dideoxynukleotidtrifosfat
Dpb....ccooeee decorin binding protein
ELISA............... z angl. Enzyme Linked Immuodsent Assay (imunoenzymaticka
metoda)

ELM .. elektronova mikroskopie

EM . erythema migrans

Erp.iiiins z angl. exposed outer mierane proteins
Fla ..o, flagelin

IFA ..., naimé& imunofluorescence

19G imunoglobulin G

o]\, I imunoglobulin M
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LA (o lymeska artritida

LB i lymeska borreliéza

LK i lymeska karditida

NRL ....ovvvvvninnne. Narodni refer&m laborat®

(OS] o T z angl. outer surfacegiro{povrchové proteiny)
PCR.......cccceer, polymerézokeiézova reakce

PH....oorriies vodikovy exponent

PEG................ polyethylenglykol

RNA ... ribonukleovéa kyselina

RS, roztrouSena skleroza

SDS-PAGE ....... elektroforéza v polyakrylamidov@elu v @Fitomnosti dodecylsiranu
sodného

SZU..ovvirenn, Statni zdravotni Ustav

UDG......cceevvee uracil DNA glykosylaza

VMPS..ooeeiennnn. z angl. variable major phose

VISE ... antigen variabilni systém

WB.....oooeieieee Western blot

WHO................. sitova zdravotnicka organizace
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