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Abstrakt

Cilem diplomové prace bylo srovnani vysledk sérologickych metod pro diagnostiku
borelidz provadénych rutinné v laboratofich Spadia Lab (ELISA, imunobloty) v kontextu
s doporucenimi, kdy a jak je indikovat a interpretovat jejich vysledky.

Teoreticka ¢ast je zaméfena na charakteristiku a historii boreliézy, mikrobiologickou
charakteristiku borélii, imunitni systém ve vztahu k patogenezi onemocnéni a na terapii
a prevenci onemocnéni.

Experimentalni ¢ast se zabyva analyzou vysledki ziskanych pfi rutinnim vySetfovani
protilatek proti boreliim v laboratofich Spadia Lab v obdobi od 1. 1. 2014 do 31. 12. 2015.

Podle doporu¢eni CDC (Centrum pro kontrolu a prevenci chorob) byl u vSech vzorku
provadén screening protilatek proti boreliim pomoci ELISA ve tfid¢ IgM a IgG. V roce 2014
byl ELISA screening provadén pomoci souprav firmy Euroimmun na procesorech vzorki
EVOLIS, v roce 2015 byl screening provadén pomoci souprav firmy DiaSorin na analyzatoru
LIAISON.

Pozitivni vzorky byly nasledné konfirmovany pomoci Westernblotu popt. lineblotu.

ELISA i WesternBlot patii mezi sérologické metody, pomoci nichZ se testuji protilatky, tj.
latky vytvofené imunitnim systémem. Imunitni systém hraje kli¢ovou ulohu v ochrané
organismu proti infekci a protilatky jsou jeho vyznamnym nastrojem. Sérologické metody,
které patfi mezi imunoanalytické metody, dnes jeSt¢ nelze standardizovat. Diagnézu a
opatfeni vuci infekci také proto nelze délat jen na zdkladé vySetfeni protilatek. Je nutné
posuzovat vysledky v kontextu celého klinického obrazu, anamnézy a v ptipad¢ protilatek se

doporucuje opakovat vysetieni s ¢asovym odstupem.

Abstract

The aim of present master’s thesis was to compare the results of serological methods
for diagnosing borreliosis that are commonly used in Spadia laboratories (ELISA,
immunoblots) in terms of recommendation on how and when to indicate and interpret them.

The theoretical part is focusing on the characteristics and history of borreliosis,
microbiological description of Borrelia, immune system and pathogenesis of the disease as
well as the therapy and prevention.

The experimental part is focusing on the analysis of results obtained from common
examinations of antibodies to Borrelia made in Spadia Lab laboratories from January 1% 2014
to December 31% 2015. Screening of antibodies to Borrelia made by ELISA in IgM and 1gG
was done for all samples according to recommendation of CDC. In 2014 the ELISA screening
was done using ELISA kits from Euroimmun and Evolis sample processors whereas in 2015



it was done using DiaSorin’s CLIA kits on Liaison analyser. Positive results were then
confirmed by Westernblot or lineblot alternatively if the physician did not ask otherwise.

It must be remembered that ELISA and Westernblot belong among serological methods
that are using antibodies, i.e. substances produced by the immune system. The immune
system plays the key role in protecting the body against infection and the antibodies are its
important tool. Serological methods belong among immunoassay methods, which is still not
standardized. Diagnosis of infections cann‘t be based only on antibody testing. It is necessary
to assess the results in the context of the entire clinical picture, history and in the case of
antibodies it is recommended retesting with an interval.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Charakteristika a historie boreliozy

Podstata onemocnéni byla objasnéna v 70. — 80. letech 20. stoleti, ale popisy nemoci
odpovidajici jejimu klinickému obrazu, jsou mnohem star$i. V roce 1909 poprvé popsal
Erythema migrans po piisati klistéte Arvid Afzelius a za dalsi dva roky byl popsan kozni
projev, ktery se oznacuje jako boreliovy lymfocytom. Kdyz byla borélie objevena, mélo se za
to, Ze existuje pouze jeden jeji druh. Dnes je jiz znamo n€kolik patogennich druha borelii,
lisicich se uvnitf rodu borelii ve své antigenni vybavé. I pfi kultivaci u nich mtize dochéazet ke
zmé&nam antigenni skladby [1].

Lymska borelioza (LB), nazyvana téz lymeska borelioza, je infekéni onemocnéni [2], které
patii mezi nejcastéjsi zoondzy a je pienaseno klistaty, v Evropé Ixodes ricinus, ve vychodni
Asii Ixodes persulcatus a v Americe Ixodes pacificus a Ixodes dammini [3]. K pfenosu
onemocnéni je zapotiebi, aby klisté bylo pfisato minimalné 3 dny. V pienaseci mize byt az
pal miliont infekénich zarodkd [4]. Mezi dal$i onemocnéni pienasenych klistaty patii také
klistova encefalitida (TBE), tularémie, anaplasmoéza a rickettsioza [5].

Vyvoj klistéte obecného se uskutectiuje pres 3 rizné hostitele. Nejdiive dospéla
samice naklade né¢kolik tisic vajicek na rostliny. Za nékolik tydnli se z vajicek lihnou
Sestinohé¢ larvy, které kratce saji na ptacich nebo jeStérkach. Po sani se v detritu pudy svlékaji
a méni se na osminohé nymfy. Nymfy saji na drobnych hlodavcich a poté opét dojde na
svlékani. Pfeménou v dospélce klisté dokoncuje svilj vyvoj. Dospélé samice jako hostitele
vyhledavaji skot, jeleny, psy a dalsi savce. Samci obvykle krev nesaji [6].

Klistata maji v travicim Gstroji postranni laloky, které nasledné slouzi ke skladovani
nasaté krve. V kliStatech se borélie usidluji ve stfevech v jejich epitelidlnich bunkach
prostfednictvim proteinu exprimovaném vné jejich membran - OspA proteinu. Po sani krve
dochézi k pomnoZeni spirochét, k zvySeni teploty, sniZzeni pH, a dopadem toho se sniZuje
exprese OspA a zvysuje se koncentrace proteinu OspC. Borélie se oddéli od epitelii stiev,
pomnozi se ve slinnych zlazach a slinami se dostavaji do téla hostitele. Nasledné jsou
roznaseny krevnim ob&hem hostitele do dalsich ¢asti téla [7].

Velkeé riziko pfenosu patogenu z klistéte na ¢lovéka hrozi na jate, kdy aktivni nymfy
klistéte obecného vyhledavaji své hostitele, pfevazné vétsi obratlovce. Riziko pfenosu se
snizuje v 1ét€, kdy jsou aktivni spiSe larvy vyhledavajici jako své hostitele drobné obratlovce.
Horké a suché pocasi kliStatim obecné nesvéd¢i, a tehdy se jejich aktivita, a tudiz i riziko
pfenosu snizuje. Na podzim je riziko pfenosu patogenu opét zvysené, jelikoz kromé nymf
jsou vice aktivni i dospé€lci, ktefi vyhledavaji jako hostitele velké obratlovce. Také infekénost

v populaci klist'at se zvySuje.



Obrazek cislo 2: Samice, samec a nymfa Ixodes ricinus, dostupny z [9]).

Byla také prokazana piitomnost spirochét v komarech a jinych druzich hematofagniho
hmyzu [10]. Mezi dal§i moznosti pfenosu patii ptenos krevni transfuzi. Borélie mohou
proniknout i placentarni bariérou, ale takovy pienos je velmi ojedinély [11].

Odhaduje se, Ze se touto chorobou nakazi az 85500 lidi ro¢né. Nejvice piipadt (65500) je
zaznamenano v Evropé [2]. Podle nejnovéjsi informace by méla byt LB uzndvana za
epidemii, ktera je alesponi 6x Cast&jsi nez HIV/AIDS [12].

Borelioza, pokd piejde do chronicity, se vyznacuje riaznymi klinickymi projevy, nejvice
postihuje nervovou soustavu a srdce [1].

Pivodcem lymské borelidzy jsou gramnegativni, mikroaerofilni spirochéty oznacované
spole¢né jako Borrelia burgdorferi sensu lato, které jsou na zakladé fady studii taxonomicky
rozdéleny do nékolika druhti, z nichZ patogeneticky nejvyznamnéj$i pro clovéka jsou tfi
druhy: Borrelia garinii, Borrelia afzelii a Borrelia burgdorferi sensu stricto. Tyto zminéné
druhy mohou byt Casto provazeny typickymi klinickymi ptiznaky. U Borrelia burgdorferi
sensu stricto jsou to kozni projevy, polyartritidy i srde¢ni poruchy, Borrelia afzelii je pfi¢inou
acrodermatitis chronica atrophicans a mezi hlavni projevy Borrelia garinii patii
neuroborelidza. Toto rozde€leni je velmi Casté, ne vSak striktni. V soucasnosti je ureno vice
nez 30 genetickych druhti borélii, hlavné na zakladé molekularnich a biologickych metod, ale

jak jiz bylo feceno, patogeneticky nejvyznamnéjsi pro ¢lovéka jsou vyse uvedené tfi druhy.



Jelikoz neléCena borelibza muze zpusobovat rizné komplikace, je nezbytna jeji vCasna
a kvalitni diagnostika, jak laboratorni, tak klinicka.

Obtizna diagnostika a nedostatecny léCebny efekt ¢i zadvazné komplikace a duasledky
lymské borelidzy ucinily z této velice rozsifené nemoci vyznamnou nozologickou jednotku

[7].

1.2 Borelie - mikrobiologicka charakteristika

Borélie se fadi do celedi Spirochaetaceae, fadu Spirochetales, tfidy Spirochaetes a rodu
Borrelia. [13]. Rad Spirochaetales obsahuje nékolik rodi, ale pouze &tyfi z nich (Borrelia,
Treponema, Leptospira a Brachyspira) zahrnuji druhy patogenni pro ¢lovéka [14].

Jako ptuvodce LB byl nejprve popsan jediny druh - Borrelia burgdorferi [15]. Béhem
dalsich let az do soucasnosti se objevuji jako pivodci onemocnéni dals$i druhy a jejich
poddruhy, coz je ptic¢inou Sirokého spektra klinickych pfiznakd a ¢aste¢nou komplikaci ve
vyzkumu ockovaci latky [16].

Obrazek cislo 3: Borrelia burgdorferi, Dostupné z [17].

Nejznaméjsi a nejvyznamnéjsi druhy v Evropé jsou Borrelia garinii a Borrelia afzelii,
Borrelia burgdorferi sensu stricto se vyskytuje pievazné na severoamerickém kontinentu.

Dalsi popsané druhy jsou: B.valaisiana, B. bissetti a B. japonica, ale, jak jiz bylo feceno, je
druhd borélii mnohem vice. Vsechny druhy borelii se od sebe lisi také svym antigennim
slozenim [18].

Jednotlivé druhy maji rlizny vztah k postizeni jednotlivych organt. B. afzelii postihuje
hlavné kazi, B. burgdorferi sensu stricto zptisobuje poskozeni kloubt a B. garinii CNS [13,
14].

Borelie je extracelularni, gramnegativni bakterie, dlouha 4 az 30 um a Siroka 0,2 um. Na
obou koncich ma bi¢iky. Do kmene spirochaetes mimo borelii patii i rod Treponema, do
n¢hoz patii 1 puvodce syfilidy [10]. Borrelia burgdorferi sensu lato je rozmanita skupina

10



bakterii, ktera je rozsifena celosvétove. Jiz jsme uvedli, ze dnes je popsano téméi 30 druhu
borélii [20].

Spiralovity tvar umozinuje boreliim Sroubovity pohyb, pomoci néhoz dokaze velmi dobie
prekonavat rtizné bariéry. Tuto schopnost bakterie vyuzivaji k pohybu ve vysoce viskoznim
prostiedi, jako je napiiklad mezibunétna hmota. Je schopna vstupovat do bunék jako jsou
fibroblasty, dendritické bunky nebo mikrofagy a v téchto bufikach umi nadale piezivat [21].
Idealni teplota pro rist borelii je 30 — 34 °C a jeji genera¢ni doba je 12 hodin [10]. Zvlastnosti
u borelii je jejich genom, predstaveny linearnim chromosomem. Na rozdil od borelii maji
ostatni bakterie genom kruhovy [22]. Diky tomu, Ze boreliim chybi enzymy potfebné pro
tvorbu aminokyselin, mastnych kyselin a nukleotidli, nejsou schopné samostatného ziti, a pro

ptezivani proto potfebuji nutné svého hostitele [21].

Protoplazmaticky cylindricky komplex borelii je obklopovéan vnéj$i bunéénou membréanou.
Ta se sklada z peptidoglykanu, cytoplazmy a vnitini membrany. B. burgdorferi je
morfologicky nepravidelné stocena spirochéta o $itce 0,2 — 0,3 um a délce 10 — 40 pm.
Objevuje se v nékolika formach in vitro napf. zkroucena, nestejnosmérné stoéena nebo
propletena jedna pies druhou, vétSinou byva nalezena v agregované formé [23].
Charakteristickou vlastnosti borelii je pfitomnost bi¢ika. Periplazmatické biciky jsou podobné
stavbou ostatnim bakterialnim bi¢ikim, ale nenachazi se na povrchu buiiky, nybrz
Vv periplazmatickém prostoru mezi protoplazmatickym valcem a vné&jsi bunéénou membranou.
Tyto bi¢iky jsou vloZeny na terminalnim konci protoplazmatického valce [24]. Na kazdém
konci bakterie jich je 7 — 14. Vyjimkou je B. sinica s 2 - 4 bi¢iky, coz mlze byt diuvod jeji
nepohyblivosti. Bi¢ik se sklada ze dvou proteint vétsiho FlaB (41 kDa) a mensiho FlaA (38
kDa). Cilena inaktivace FlaB indukuje ztratu pohyblivosti a ty¢inkovité formy u téchto
mutanttl. Bi¢iky formuji tvar borelii a jsou stocené kolem protoplazmatického valce. Na rozdil
od jinych bakterii nemé bunécna sténa hlavni roli v urovani tvaru buiiky. Slozeni bunééného
povrchu je az na nékteré rozdily podobné gram-negativnim bakteriim. Je to hojnost
lipoproteinti ve vnéjsi bunétné membrané a absence lipopolysacharidu. Jako hlavni lipidové
slozky membran byly identifikovany dva fosfolipidy (phosphatidylglycerol a fosfatidylcholin)
a dva atypické glykolipidy [25]. Mezi dal$i nepostradatelnou bunéénou slozku borelii patii
vngjsi povrchové proteiny (Osp — outer-surface proteins), coz jsou lipoproteiny OspA, OspB,
OspC, OspD, OspE a OspF [26]. Zména v syntéze Osp je primarni strategie, jiz se borelie
pfizpusobuji riznym hostitelskym prostfedim a vyhybaji se hostitelskému imunitnimu
systému. Studiemi je prokazano, ze B. burgdorferi selektivné exprimuje specifické Osp
Vv konkrétnich organech a v riznych fazich jejiho zivotniho cyklu. Exprese OspB a OspA se
spusti ihned, kdyz spirochéty vstoupi do pienaSece a piebyvaji v ném. B&hem pienosu
z pfenaSece do hostitele se zvySuje exprese proteind, jako jsou DbpA, BBK32, OspC,
a snizuje se exprese OspB a OspA [27]. OspC je faktorem virulence potiebnym pro pocatecni
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fazi infekce u savcl. K indukci exprese OspC dochézi u spirochét jesté v prenaseci, ale pfi
kolonizaci klistéte nebo pii migraci do jeho slinnych zlaz nehraje OspC Zadnou roli. Jak jiz
bylo feceno, spirochéty rodu Borrelia jsou jedine¢né mezi bakteriemi v tom, Ze maji genom
rozprostien do linedrniho chromozému o délce 911 kb s primérnym obsahem G+C 28,6 %
a celkem 21 plazmidi (9 kruhovych o velikosti 9 — 32 kb a 12 linearnich o velikosti 5 - 56
kb). Chromozom nese 853 predpokladanych otevienych ¢tecich ramct. Z nich biologicka role
byla stanovena u 59% a nové geny predstavuji 28%. Chromozomalni geny kdduji proteiny
nezbytné pro replikaci, transkripci, translaci, energeticky metabolismus, reparaci DNA,
homologni rekombinaci, reakci na tepelny Sok a chemotaktické faktory kodujici geny [15,16].
Asi 8% genomu borelii je vénovano produkei lipoproteind vystavenych na vnéj$im povrchu.
Plazmidy koduji 535 gend a 90% z nich nema zadnou podobnost s geny mimo rod Borrelia,
coz naznacuje jejich specializovanou funkei, tykajici se pfizplsobeni spirochét riznym
hostitelim [28].

Vneéjsi membrana Periplazmaticky valec
Flagellum =

a2

Flagellum

Periplazmatick¥ prostor

Peptidoglvkan

Cytoplazmatickd membréna

Obrazek cislo 4: Morfologie struktury Borrelia burgdorferi. Dostupné z [8].

Na povrchu spirochéty je S-vrstva bez charakteristické struktury. Tato struktura pfileha na
vnéj§i membranu, kterd je tvofena tfemi vrstvami. Membranu obklopuje periplazmaticky
prostor, a v ném se nachéazi protoplazmaticky valec a 7-9 zatazitelnych bic¢ikt, které umozni
borelii pohyb. Prochazeji pod vnéjsi bunétnou sténou a jsou upevnény do bazalnich diskd.
Intaktni spirochéta ma malo praceschopnych, volnych bi¢iki vné bunky. Pisobenim TRIS
pufru, respektive pii zméné pH, zvysené koncentraci lysozymu, ale také komplementu, se

mnozstvi volnych bic¢ika zvySuje. Biciky zacnou tvofit shluky po urcité dob& v neptiznivém
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prostiedi, az jsou odvrzeny vcetné antigennich epitopli na svém povrchu. Borelie vytvari
antigenni mimikry. Jedna se o schopnost unikat pisobeni imunitnimu systému. Podobné
faktory jako je télesna teplota hostitele rovnéz ovliviiuji antigenni epitopy exprimované na
povrchu bakterie. Pruznost membran umozniuje boreliim nejen aktivni pohyb, ale také tvorbu
cyst a vyluCovani membranovych ,,pupent‘ a vezikull, které bakterie tvoii ze stejnych slozek
jako bunéénou sténu a kterymi jsou vybaveny plazmidy. Dale jsou vyznamné pro virulenci
borelii jiz zminéné vnéjsi povrchové proteiny bunééné stény (Osp), které umoznuji bakteriim
atakovat bic¢ikovymi proteiny sav¢i bunky a které zprostiedkovavaji Sifeni borelii
V hostitelském organismu. Plazmidy nesouci geny hlavnich Osp proteinii pomahaji spirocheté
pfezivat a adaptovat se ve zna¢né odliSnych podminkach, tj. teplokrevném savéim téle a
v klistéti pfi teploté zevniho prostiedi. Podobné jako i jiné patogenni bakterie disponuji
borélie Sirokym repertoarem adaptivnich molekularnich odpovédi na signaly zevniho
prostfedi pomadhajicim ji prezivat v rGznych podminkdch a uspéSné atakovat hostitele.
Muzeme napiiklad pozorovat odliSnou syntézu membranovych proteini béhem pobytu
Vv savci a v klistéti. Dulezitou biologickou vlastnosti Borrelia burgdorferi a jednim z hlavnich
duvodu jejich problematické klinické i laboratorni diagnostiky je tvorba cystickych forem.
Ruzné atypické formy se vyskytuji u Cetnych bakteridlnich druhti (L-formy) a vznikaji
kompletnim nebo ¢astecnym odstranénim ¢i naruSenim bunécné stény nebo inhibici syntézy
jejich proteint. Borrelia burgdorferi neni schopna syntetizovat mastné kyseliny de novo, proto
je nucena je vyuzivat z krevniho séra hostitele, které je jejich vyznamnym zdrojem.
V bezsérovém mediu se in vitro bakterialni buiiky do 48 hodin z 90 % transformuji do podoby
nepohyblivych cystickych forem [7].

1.3 Imunitni systém a patogeneze onemocnéni

1.3.1 Prtibéh onemocnéni
Lymska boreliéza (LB) ma pestry klinicky obraz. Existuji naprosto jasné klinické formy,
u kterych nepochybujeme, Ze se jednd o toto onemocnéni. Ale je popsana celd fada piipadi

s velmi variabilnimi symptomy a LB se proto velmi obtiZzné prokazuje.

Podle stadia se onemocnéni déli do 3 stadii:
+  Casné nakazy

*  rozSifené nakazy

»  chronické infekce [30].

Prvni faze nemoci:
Prvni zaznamendvany symptom se vyskytuje u 40 — 60% pacientt a sklada se z kruhové

skvrny Erythema migrans (EM), kterd se mize objevit na vSech €astech téla, ale nejCastéji se
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vyviji v misté pfichyceni klistéte. Bézn¢ zacina jako Cervena papula nebo makula a zvétSuje
se béhem nékolika nésledujicich dnil az tydni. EM je obvykle oval méfici v priméru vice nez
5 centimetrt [31,32]. Skvrna se objevuje velmi kratce po infikovani [15]. MiZe zmizet i bez
pieléceni, oblas vsak pietrvava mésice a Casto se rozsifuje od mista piisati do okoli ranky [3].

V tomto stddiu nemoci se objevuji ptiznaky podobné chiipce, jako horecka, bolest hlavy,
svalll, postizeni jedinci mohou vSak byt i asymtomaticti [23]. Mezi méné Casté kozni projevy
patii boreliovy lymfocytom, ktery se vSak vyskytuje az ve druhém stadiu nemoci u dospélych
v oblasti nosu, pazi, prsni bradavky a u déti na u$nim lalac¢ku [33]. Chronicka atroficka
akrodermatitida (ACA) spontdnné nezmizi, na rozdil od EM a lymfocytomu. Je koZnim
projevem az ve tietim stadiu onemocnéni a nejcastéji se vyskytuje na okrajovych ¢astech téla
[34].

Obrazek cislo 5: Erythema migrans, dostupné z [35].

Druha faze:

Nastava za nékolik dni az tydna (Casto 2 — 12 tydnd po primarni infekci) [36]. Borelie
zaCinaji diseminovat do riiznych tkéani, ve kterych zpiisobuji poskozeni tkané a zanétlivé
reakce. Obvykle dochazi k postizeni srdce, kiize a centralniho a periferniho nervového systém

[15]. Objevuji se ruzné projevy druhého stadia LB:

*  bolesti v krku a dalsi

*  neproduktivni kasSel

*  lymeska karditida

*  boreliovy lymfocytom

*  kloubni a svalova postizeni (myalgie, artralgie)

+  Casnd neuroborelioza (Bannwarthiv syndrom)
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Obrdazek cislo 6: Boreliovy lymfocyton, dostupny z [37].

Treti faze:
Posledni stadium zacina 6 tydni az 2 roky po nakaze. Nejcastéjsi projevy jsou:

*  Artritida a dal$i manifestace LB
*  Chronicka neuroborelioza
» Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA)

1.3.2 Rozdéleni podle mista poSkozeni organismu

Kardialni projevy:

Jednd se prfedev§Sim o perikarditidu, dilataéni kardiomyopatie, dochazi k poruchdm
srde¢niho rytmu ¢i myokarditidé [38]. PoSkozeni srdce vede nejcastéji k atrioventrikularni
blokad¢ stupné I-111 [39]. Poskozeni srdce, se mizou projevovat dusnosti, palpitaci ¢i bolesti
na hrudniku. Vyskytuji se ale velmi sporadicky [32].

Kozni projevy:

Kozni projevy se vyskytuji ve vsSech tfech stadiich LB [11]. Mezi kozni projevy patii
predevsim erythema migrans (EM), ktera se objevuje po 3 — 30 dnech od nakazy [38].
Dal8imi projevy jsou sekundarni 1éze EM, ACA (Chronické atroficka akrodermatitida), coz
je kozni onemocnéni charakterizované vyraznou atrofii ztenCenim kize nebo boreliovy

lymfocytom, ktery bez nasazeni 1é¢by mize trvat i vice nez rok [11].
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Neurologické projevy:

Pti neurologickych projevech muze dochdzet k poskozeni mozkového parenchymu, pleny
a perifernich nervu [38]. Mohou vzniknout periferni 1éze obli¢ejového nervu, meningitidy,
meningomyeloradikuloneuritida, encefalitida, radikuloneuritidy, radikulopatie, pseudotumor
cerebri a paraparéza. Dal§imi pruvodnimi jevy mohou byt: psychickd vySinuti, poruchy
paméti, koncentrace, a mnoho dalSich neurologickych projevii [19]. K nesnesitelnym
neurogennim bolestem, které jsou zpisobené zanétem plen a misnich kofenii, dochazi u

vzniku meningomyeloradikuloneuritidy (Garintiv-Bujadouxtiv-Bannwarthiiv syndrom).

Revmatologické projevy

Poskozeni v oblasti pohybového aparatu neboli Lymeska artritida mize vzniknout v Casné
1 pozdni fazi infekce [11]. U casného stadia je to nejCastéji bolest struktur pohybového
aparatu (artralgie), a bolest svalli (myalgie) [38]. Artralgiec mohou byt provazeny malou
vykonnosti, horeckou, slabosti a Unavou. V pozd¢jsich stadiich se objevuje zanét kloubil
(artritida), zanéty Slach (tendovaginitidy a tendinitidy), zanéty kloubnich pouzder
(kapsulitidy), ¢i zanéty §lach do kosti (entezitidy) a Gpont vazu [11].

PostiZeni oka

Nejcastéji se vyskytuje v akutni fazi onemocnéni. Dochéazi k poSkozeni o¢niho nervu, dale
mohou vznikat orbitalni myozitidy, konjuktivitidy, retinalni vaskulitidy nebo dochazi
ke papilitid¢, keratitid€, uveitidé, chorioiditidé a episkleritidé [32].

Ostatni projevy LB
Dal$i mozné projevy jsou proteinurie, splenomegalie, hematurie i suchy kasel [11]. Mohou
byt prokazany zvySené aktivity transferaz a také mize dochazet k riznym formam plicniho

poskozeni ¢i poskozeni ledvin [32].

Imunitni odpovéd’

Pro rozvoj a pfenos onemocnéni je dilezita nejen antigenni vybava mikroorganismu, ale i
bunécna a protilatkova odpovéd imunitniho systému konkrétniho hostitele na antigenni
podnéty invadujiciho mikroorganismu. Borélie aktivuji jak specifickou tak nespecifickou,
humoralni ibunéénou imunitu. Pro aktivaci imunitniho systému jsou klicové flagelliny,
lipoproteiny i povrchové antigeny borelii [11]. Borélie se za¢nou mnozit ihned poté, co se
dostanou do tela hostitele. Miizou byt transportovany do miznich uzlin nebo mtize vzniknout
erytém na kuzi. Spiralni tvar jim umoZnuje velmi rychly pohyb i ve viskdznaim prostiedi
mezibunécné hmoty (>2 mm/min), coz 500-krat rychleji, nez rychlost, kterou jsou schopny

vyvinout neutrofily [21]. Buné¢na imunita je realizovana piedev§im prostiednictvim
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makrofagi a lymfocytt jak CD4 tak CD8 pozitivnich. Pfi aktivaci celého imunitniho systému
dojde i k aktivace B lymfocytl, znichz se diferencuji plasmatické bunky produkujici
protilatky, a to nejen proti antigentim borelii, ale i1 proti antigeniim vlastnich poskozenych
nebo se rozpadajicich bun¢k hostitele (autoprotilatky), kde jako cile jsou jak jaderné antigeny
(ANA), tak antigeny cytoplasmy nebo bunécnych stén jako fosfolipidy (kardiolipin). Tvofeny
jsou fasto také kryoglobuliny. Imunitni odpovéd’ vyvolavaji piedevsim povrchové proteiny
borélii a ty slouzi také jako induktory tvorby chemokini a prozanétlivych cytokina jako je
TNFa a né¢které interleukiny (IL) [32]. Celkové lze fici, Ze funkce imunitniho systému je pro

zvladniti nejen akutni boreliové infekce, ale predevsim jeji chronické formy klicova.

Tvorba specifickych protilatek (imunoglobulinti) ve tiidé IgM zacina obvykle po 2 az 4
tydnech po infikovani. Kvrcholu jejich tvorby a koncentrace v séru dochéazi po 3 az 8
tydnech, poté jejich koncentrace klesa.

Tvorba specifickych imunoglobulinti IgG zacina po 6 az 8 tydnech po infikovani a v téle

hostitele mizou byt prokazatelné mésice az roky [18].

1.4 Terapie a prevence onemocnéni

1.4.1 Prevence

U LB je jako u spousty infek¢nich onemocnéni snahou ochranit osoby pted jejich vznikem
specifickou prevenci, vakcinaci.

V USA byla v roce 1998 vyvinuta vakcina, ktera byla zaloZzend na imunizaci
rekombinantnim povrchovym proteinem A (OspA), protoze exprese OspA u Borrelia
burgdorferi je zvySena v travicim traktu kliStéte a sniZena pfi pfenosu bakterie na hostitele.
Neutralizujici anti-OspA protilatky hostitele by mély zneSkodnit Borrelia burgdorferi uvnitt
klistéte na zacCatku sani na hostiteli jesté pred jejich pfenosem na hostitele. Rekombinantni
Osp A vakcina Lymerix ® byla vSak v roce 2002 staZzena z trhu. Vyrobce vakciny
GlaxoSmithKline zdlivodnil stazeni vakciny z diivodu udajné slabé poptavky po ni. Zjistilo
se, ze boreliovy Osp A antigen vykazuje Castecnou homologii s povrchovym receptorem
leukocytt LFA-lo a mize zpusobit autoimunitni reakci projevujici se jako Lymeska
arthritida [40].

Dalsi kandidat pro vyvoj vakciny nové generace je povrchovy membranovy protein C
(Osp C), ktery je dialezitym virulentnim faktorem [41]. Pfimé funkéni testy pro OspC dosud
jesté nebyly ptedlozeny [42]. Exprese OspC se indukuje v pocatec¢nich fazich sani [43].
Jakmile dojde k prenosu borelii do téla hostitele, dojde béhem nékolika dni k potlaceni jeho
produkce [44]. Tento lipoprotein je zapotiebi ke vzniku infekce v téle savce, ktery byl
infikovan boreliemi. Pro borelie je zifeymé OspC dilezity pii adaptaci na prostiedi v téle
hostitele [45].
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Jako dalsi opatieni jak zabanit infikovani boreliemi je zabranit klistatim, aby se prisavalky
na kuzi hostitele. Lze vyuzit repelenty obsahujici latky DEET (repelenty obvykle obsahuji 10
az 30% této latky) [46]. Repelenty se natiraji pfimo na télo [3]. Ideélni je spojit repelent
S pouzitim pesticidu permethrinu, jeZ se nanasi piimo na obleCeni. Musime si ale dévat pozor,
protoze permethrin se nesmi nanaSet na kuzi [46]. Permethrin se smi vyuzivat jen
do koncentrace 0,5 %. Deltamethrin spolu s Permethrinem patii mezi insekticidy, které lze
pouzit k ochrané pted obtiznym hmyzem. Chemicka latka DEET (N,N-dietyl-meta-toluamid)
je kapalina bez zapachu. Podobnou Uc¢innost ma i Icaridin, ktery nerozpousti umélou hmotu

a neposkozuje odévy [47].

Dulezité preventivni opatfeni je také to, Ze po pfichodu domt z prostiedi, kde by mohl byt
jedinec ohrozen klist’aty, si velmi dikladné prohlédneme své télo a ptipadné pfisata klistata

co nejdiive odstranime [46].

1.4.2 Spravné odstranéni kliStéte

Pokud jiz doslo k prisati klistéte, je potieba ho odstranit co nejdfive [3]. K odstranéni je
vhodné pouzit ochranné rukavice, protoze borélie se do téla mohou dostat i pfes drobné
odérky [19]. Jako prvni se musi misto s prisatym klistétem zakapnout desinfekénim roztokem
(Betadin, Jodisol, Septonex) [11]. Nasledn¢ se pinzetou, uchopi klisté co nejblize k pokozce
a pomalym tahem se vytdhne. Thned po vytahnuti kliStéte je dobré ho odstranit bezpecnym
zptusobem (spaleni, splachnuti) [46]. Nesmite opomenout postiZzené misto pottit desinfekénim

roztokem. N¢kolik tydnt se pak ma misto pozorovat, zdali nedojde k jeho zarudnuti [48].

Diilezita pravidla po prisati klistéte:
e klisté se nesmi rozmackat

e co nejdiiv odstranit klisté [3].

1.4.3 Lécba

Lécba borelidzy je dnes zalozena piedevsim na podavani antibiotik (ATB) a zavisi na
opakovana lécba pied 1écbou trvajici delsi dobu. Kazdé tfi mésice po dokonceni 1écby se
doporucuje kontrolovat pribéh nemoci podle klinickych kritérii i sérologicky. V piipad¢ LB
muze dochazet k recidivam i po vice nez 2 letech [3].

Studie prokazaly, ze k 1é¢bé LB jsou vhodnd antibiotika, zejména peniciliny (amoxicillin,
penicilin G), tetracykliny (doxycyklin), makrolidy (erytromycin, azitromycin, klaritromycin
aroxitromycin) a cefalosporiny 2. a 3. generace (cefuroxim, ceftriaxon, cefotaxim,
ceftazidim) [36].
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Volba a zpiisob podavani vhodného ATB soucasné¢ zohlediuji stadium LB, organové
postizeni a klinicky stav pacienta. Pravé délka terapie zajisti uspokojivé zasazeni a eradikaci

borélii, proto je potfeba nejméné 14 dni 1écby ATB.

1431 Terapie v casné lokalizované fazi onemocnéni

Pouziti antibiotik je v této fazi minimalné 2 — 3 tydny. Jako velmi ucinny se prokazal
v Casné fazi doxycyklin. Udava se podani davky 2x100 mg po 12 hodinach [50]. Doxycyklin
zpusobuje fotosenzitivitu, drazdi zalude¢ni sliznici, ale ma kvalitni prinik do tkani [48].
Proto, pokud pacient uziva doxycyklin, mél by se vyhnout slunci nebo jinému UV zaieni [47].
Dulezité je, ze se prokazala ti¢innost jednorazového podani 200 mg doxycyklinu do tfi dnti po
prisatém klistéti [21]. Jako dal$i ATB lécba se muze podavat amoxicilin v davce 3x1000 mg,
ktery se podava hlavné u lidi, ktefi maji alergii na tetracykliny ¢i t€hotnym, kojicim Zenam a
u déti do 8 let véku. Témto skupinam jsou tetracykliny kontraindikované [48].

1.4.3.2 Terapie v diseminované fazi onemocnéni

Lécba ATB v této fazi onemocnéni trva okolo 3. tydnti. Do této skupiny patii ATB, ktera
zabranuji rozvoji neuroborelidzy, lymeské karditidy ¢i kloubniho poSkozeni. Jedné se hlavné
o ceftriaxon (1x2000 mg denn¢), cefotaxim (3x2000 mg denné) nebo penicilin G (4x5 mil.j.)
podavané obvykle intraven6zné 21 dni [49]. Tato terapie je, ale vyzadovana pouze
u zavaznych postiZeni. Jinak se vyuziva podani doxycyklinu, amoxicilinu nebo azitromycinu
[48].

1.4.3.3 Terapie v pozdni perzistentni fdazi onemocnéni
Lécebna terapie pozdniho stadia LB se opira o stejna ATB, avSak odliSuje se zpravidla
prodlouZzenim délky parentdlniho podavani az na 28 dni, Casto v kombinaci s uZivanim
Dtivodem mohl byt Spatny vybér 1€ku, utlum rozvoje klinickych ptiznakt po kratkodobém
podani ATB ¢i terapie po chybné stanovené diagndze [32]. Vyuziva se zde, hlavné

cefalosporint tfeti generace a penicilinu G [47].

1.4.4 Rezistence k 1ékim

Borrelia burgdorferi tvofi betalaktamazy a cefalosporindzy, které u nékterych druhit mohou
vést k rezistenci k cefalosporinim a penicilinim. Jedna se ziejmé o pomalu fungujici
enzymovy systém, ktery mize byt pifekonan vyS$imi davkami nebo udrzenim stabilnich
krevnich urovni po delsi dobu - obzvlasté pfi spojitych infuzich (cefotaxim) nebo piipravcich
s dlouhodobym uvoliiovanim (benzathine penicilin). Pfesto bylo pozorovano selhani 1écby
penicilinem a cefalosporiny, ale dobré reakce na sulbactam/ampicillin, imipenem
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a vankomycin, které pracuji jinym zpusobem blokovani tvorby bunééné stény, nez peniciliny
a cefalosporiny.

1.4.5 DalSi metody lécby

1451 Pulsni lécba

Pulzni dévkovéani znamend uzivani periodicky, napt. kazdych 48 hodin, na rozdil od

konvencniho davkovani n€kolikrat denn€. Tento zpisob ma nékolik vyhod:

Dévky jsou zdvojndsobeny (napf.: cefotaxim, 12 g denn¢), coz zvétSuje ucinnost
o toxictejsi Iéky mohou byt pouzivany se zvySenou bezpecnosti (napi. vancomycin)
e mize byt G¢inny, kdyz denni rezimy selhaly.

e pfijemnéjsi Zivotni styl pro pacienta.

e jec Casto méné nakladny nez denni rezimy [65].

Pokud jsou ATB uzivana timto zptisobem, jejich imunosupresivni efekt je minimalizovan,
ale jejich schopnost oslabit bakteridlni ribozomy je nezménénd. Pacienti postupné zvysSuji
davky pulzn€ uzivanych antibiotik tak, ze druhy bakterii, které jsou citlivé na rizné hladiny
koncentraci, budou zacileny. PferuSované davky antibiotik ziejmé narusuji pfirozeny stav
homeostazy imunitniho systému a vyprovokuji silnéj$i imunitni odezvu [70].

Tento druh 1é¢by by mél pokra¢ovat minimalné 10 tydnt, a ¢asto musi pokracovat vice nez
20 tydntl. Uginnost tohoto rezimu je zaloZzend na skute&nosti, Ze trva 48 aZ 72 hodin spojité
baktericidni antibiotické urovné, aby byly spirochéty zabity, pfitom trva nejméné 4-5 dni
mezi pulsy, nez se zbylé¢ zacystované spirochety za¢nou znovu mnozit. Jako u kazdého
rezimu 1é¢by lymské nemoci je 1 zde tfeba ptizpusobit individudlné kazdému pacientovi léky,

specifické davkovani a zhodnoceni podle nejlepsiho minéni klinického 1ékare [65].

1.45.2 Kombinovand lé¢ba

Lécba chronické lymské nemoci obvykle vyzaduje kombinaci antibiotik. Jsou zde 4
davody:

1. Dvoji umisténi infekce

Borrelia burgdorferi mlize byt nalezena jak v télnich tekutinach, tak hluboko ve tkénich.
Kazdé jednotlivé antibiotikum nebude ucinné v obou mistech. Logickd kombinace pouziti sily

je napf. azithromycin a penicilin.

2. Intracelularni ukryt infekce
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Borrelia burgdorferi mize proniknout a ziistat zivotaschopnéd uvnitt hostitelskych buiick
a vyhnout se tak uCinktim extracelularnich 1ékt. Typické kombinace zahrnuji extracelularni
antibiotikum plus intracelularné putsobici 1€k, jako je derivat erythromycinu nebo
metronidazol.

3. L-forma (spheroplast)

Borrelia burgdorferi mize existovat ve dvou az tfech riiznych morfologickych formach:
spirocheta, spheroplast (L-forma) a cystické form¢. L-formy a cystické formy nemaji bunééné
stény, a tak je neovlivni betalaktamova antibiotika. Zda se, ze L-forma je citlivd na

tetracykliny a pokrocilé derivaty erythromycinu.

Borrelia burgdorferi miize prechazet mezi témito tfemi formami béhem trvani nékazy,
proto je nutné cyklovat riznymi tfidami antibiotik nebo piedepsat kombinace nepodobnych

1é¢iv.

4. Cysticka forma

Pokud se Borrelia burgdorferi nachazi v neptitelském prostiedi, jako je kultivacni médium
postradajici nékteré Ziviny, miSni tekutina nebo sérum s pfidanymi antibiotiky, mize se
zménit z formy spiraly do cystické formy. Tato cysta mize zlstat spici (dormantni), ale kdyZz
je umisténa do prostiedi vice pfiznivému jejimu ristu, opet se mize vratit do spirochetalni
formy. Antibiotika obycejné uzitd na borelidzu nezabiji spici formu Borrelia burgdorferi.
Nicméin¢ mame laboratorni diikazy, Ze metronidazol a tinidazol ji mohou narusit. Proto miize
chronicky nakazeny pacient, ktery ma odolnou nemoc, potiebovat ptidat metronidazol nebo
tinidazol k rezimu 1écby [65]. Jako nad€jna pro terapii pesistujicich forem borelii se jevi
pouziti pulsni terapie vhodnymi ATB v kombinaci s preparaty zabranujicimi replikaci DNA
jako je mitomycin C pouzivanymi piedevs§im v protinadorové 1é¢bé [66].

Darcovstvi krve

Lidé po prodélané LB mohou krev darovat nejdiive po 2 letech. Podminkou je, Ze hladiny
borelia-specifickych imunoglobulinti tfidy IgM musi byt negativni. Vzdy je vSak vhodna
konzultace s odbornym infekcionistou [32].

1.5 Laboratorni diagnostika

Diagnostika borelidzy je zalozena nejen na vysledcich laboratornich testd, ale
predev$im na rozliSeni charakteristickych klinickych pfiznakd a znalosti anamnézy (pohyb
v terénu, klist¢). Laboratorni diagnostika borélii vyuziva pestrou paletu metod ptimého i

nepiimého prikazu. Mezi rutinné vyuzivané laboratorni testy patii testy k priikkazu protilatek
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piredevsim z krevniho séra, ale také z likvoru a synovidlni tekutiny — patfi imunoenzymatické
metody (EIA), nejéasténi ve form¢ ELISA nebo raznych modifikaci imunoblotu a metody
nepfimé imunofluorescence (IIFA). Mezinarodni standardy doporucuji pro screening
soupravy se senzitivitou vyssi nez 95%, coz spliuji vétSinou ELISA. Ty vSak mivaji diky
vysoké senzitivité niz$i specifi¢nost, a proto je doporucovana v piipadé jejich pozitivity
konfirmace prukazu protilatek dal$i metodou, nejlépe imunoblotem, pomoci kterého lze
rozpoznat pozitivitu proti nékolika boreliovym nebo s boreliemi asociovanym antigentm.
Toto doporucenti je jinymi autory povazovano za ponékud nedostatecné, nebot’ nepocita s tim,
ze antigenni antigenni vybava diagnostickych souprav od riznych vyrobcii se mtize a také
v praxi lisi, a v takovém ptipad¢ je vhodnéjsi pro konfirmaci pouzivat také soupravy rtiznych
vyrobcl. Predev§im v Evropé je pouziti jediného antigenu a od jednoho druhu bortelii nebo
uzkého spektra antigent v testu velmi problematické, protoze hlavni puvodci boreliozy jsou
miniméln¢ tfi. Doporucovano je také vychdzet pifi vyrobé diagnostickych souprav
z endemickych druht borelii v dané oblasti.

Pro diagnozu infekénich onemocnéni je tzv. zlatym standardem izolace plvodce
v ¢isté kultute. Kultivace borélii vyzaduje ovSem néaro¢né, vysoce obohacené ptdy, které jsou
saturovany kralicim nebo koniskym sérem prostych protilatek omezujicich rist borélii.
Kultivace je rovnéz €asové velmi narocnd, nebot’ generacni Cas borélii mize predstavovat
i desitky hodin a také zachytnost z biologického materialu (likvor, krevni plazma, bioptické
kozni vzorky atd.) je proménliva a nedosahuje v nejlepsich ptipadech ani 50 %.

V pribéhu casu byly pro diagnostiku borélii zkouSeny rizné metody, napf.
elektronova mikroskopie, histologické barveni, bakteriologické barveni, imunohistochemicky
prikaz apod. OvSem pro pozitivni prikaz je vZdy nutnd pfitomnost dostatecného poctu
bakterii ve vzorku. Jako vyhodné se ukazuji molekularni biologické metody, predevSim
polymerazova fetézova reakce (PCR). Tyto metody dokézou prokazovat i mrtvé nebo
nekultivovatelné formy borelii. PCR byla poprvé pouzita k detekci cilového
chromozomového genu Borrelia burgdorferi asociovaného s proteinem p66 (porin vngjsi
membrany borelii Osm66) v roce 1989. Zvasté u latentnich forem borelidzy vSak je problém
ziskat material, kde by byla dostatecnd akumulace borelii. V poslednim obdobi je nabizena
pro diagnostiku boreliovych infekci také imunospotovaci metoda Limespot [64,69]. Tato
metoda pracuje sizolovanymi lymfocyty, které jsou stimulovany smésmi boreliovych
antigent a peptidl. Takto stimulované lymfocyty produkuji interferon gamma (IFNy), ktery je
zachytdvan a vyvazovan v jamkach mikrotitra¢ni desti¢ky, v nichZ probiha kultivace a po
prikazu analogickém blotovacim technikdm vytvaii skvrnky (spoty). Pocet téchto skvrnek
v reakénim poli ukazuje na intenzitu lymfocytarni odpovédi na testované antigeny. Je si
zapotiebi uvédomit, ze LimeSpot a sérologické metody maji kazdy jinou vypovédni hodnotu.

Zatimco LymeSpot ukazuje na pfipravenost imunitniho systému odpovidat na boreliovou
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infekci v oblasti buné¢né imunity, sérologické metody vypovidaji o aktudlnim stavu odpovédi
na probihajici nebo probéhlou infekei v oblasti humoralni imunity.

Laboratorni diagnostika lymeské nemoci tak neni jednoducha a je vhodné vzdy
kombinovat rizné diagnostické metody (napi. piimy prikaz agens, respektive jeho DNA,
s nekterou ze sérologickych, popt. i bunécnych metod). Naprosto nutna je uzkd spoluprace
riznych typu laboratofi navzajem a s klinickymi pracovisti, coz umozni 1épe diagnostikovat i

tak komplikované onemocnéni, jakym lymeska boreliéza nepochybné je [7].

Stanoveni specifickych protilatek proti boréliim ve tfidach IgG a IgM je nejdostupnéjsi
moznosti nepfimého prukazu infekce. Existuje fada uskali v interpretaci sérologickych nalezi
(nedostate¢na protilatkova odpovéd’ u nékterych pacientii, pomaly nastup tvorby protilatek
Vv raném stadiu onemocnéni, a piedev§im Casté zk¥izené reakce (autoimunity, CMV, lues,
EBV) a s tim souvisejici pfitomnost faleSn€ pozitivnich nélezi.

Jak jiz bylo fe€eno, protilatky tfidy IgM jsou detekovatelné 3 — 4 tydny po ptisati klistéte.
Za 1 — 3 meésice jsou odbourdny, mohou vSak pretrvavat i n€kolik mésicti. V piipade
hrani¢niho nalezu je vhodny dalsi odbér za 3 — 6 tydnii. U pozitivniho néalezu se doporucuje
odbér za 2 — 3 mésice od zahgjeni terapie. Protilatky tfidy IgG se objevuji 4 — 8 tydnl
po infekei, jsou nékdy pomérné brzy odbourany (za 1 rok), ale mohou pietrvavat i mnoho let,
zvlasté u latentnich fiorem borelidzy. U borelii nemaji IgG protilatky protektivni charakter.

K detekci protilatek proti Borrelia burgdorferi pfichdzeji v uvahu rizné techniky: ELISA,
nepiimd imunofluorescence, pasivni hemaglutinace a immunoblot. Mnozi pouZzivaji

k predbéznému zhodnoceni vzorku séra ELISA test paralelné s nepfimou imunofluorescenci.

Podle natizeni platnych v USA a v Némecku musi sérologické diagnéza dodrZovat princip
procedury o dvou krocich: ELISA nebo nepfima imunofluorescence jako prvni krok, je-li
vzorek reaktivni, nasleduje imunoblot, zatim nejéastéji ve formé westerblotu. U Cerstvych
infekci se doporucuje provést paralelné¢ ELISA/IIFT a westernblot, protoZze nékteré slabsi
a nejcitlivgjsi antigen k detekci IgG protilatek a Osp C k detekci IgM protilatek by mély byt
vzdy v testu zahrnuty. Dodatecnym stanovenim protilatek proti VISE lze zvysit uspéSnost
detekce o 20% ve srovnani s westernbloty pouzivajicimu jako antigeny jen celobunécné
extrakty borelii a o 30% ve srovnani s westernbloty pouze sjinymi rekombinantnimi
antigeny. Ze vSech testovanych rekombinantnich antigenii ma nejvyssi citlivost pii detekci
boreliové infekce. Specifi¢nost VISE pro diagnostiku borelioz je dana tim, ze je produkovan

jen spiralovitymi, aktivnimi formami borelii [67,68].
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1.5.1 Neprimy prukaz infekce

1511 Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

ELISA patii do skupiny imunoanalytickych metod, tj. metod zalozenych na interakci
antigent a protilatek. Tyto metody dnes je jesté nelze standardizovat [71], jak bylo poprvé
konstatovano pro stanovovani alergen-specifickych IgE [63,71]. Jedna se o metody enzymové
imunoanalyzy, které vyuZzivaji ve fazi detekce enzymovou reakci. Enzym navazany na
detek¢ni protilatky (konjugét) Stépi pridany substrat v urcitém kroku reakce za vzniku

barevného produktu, ktery se méfi spektrofotometricky [25], (obr. 9).

Komponenty reakce a zakladni slozky metody ELISA pro prikaz antigen-specifickych
protilatek jsou antigen, protilatka, konjugat a substrat.

Antigeny

Antigeny jsou substance, které mohou byt té€lu vlastni (autoantigeny) nebo, jako v infek¢ni
sérologii, nejsou télu vlastni (exoantigeny). Mezi zdroje exoantigeni patii i mikroorganismy
ajejich produkty. Imunitni systém je rozpoznava a reaguje na n¢. Antigeny, které jsou
schopny vyvolat imunitni odpovéd’ vcetné tvorby specifickych protilatek, se nazyvaji
imunogeny. Jako alergeny se oznacuj exoantigeny, které u vnimavého jedince vyvolavaji
alergickou imunitni reakci. NejvyznamnéjSimi antigeny jsou proteiny a rtzné komplexni
polysacharidy, ale také lipidy resp. lipoproteiny. Oblast antigenu, ktera je rozeznavana a proti
které se tvofi protilatky, se nazyva epitop. Komplexy antigent S protilatkami, na které se
vyvazuji také slozky komplementového systému, se nazyvaji imunokomplexy.

Protilatky (Imunoglobuliny)

Jsou to vysoce polymorfni glykoproteiny produkované B-lymfocyty, respektive jejich
aktivovanymi formami, plazmatickymi buiikami. Protilatky se skladaji ze dvou tézkych (H)
fetézcl, které jsou kovalentné spojeny disulfidickymi mustky mezi cysteinovy zbytky
molekul fetézcl a ke kazdému tézkému fetézci je disulfidickym miistkem pfipojen jeden
lehky (L) fetézec. Kazdy fetézec se sklada ze 4 (5) domén, které jsou tvoieny sekvencemi
110-120 aminokyselin. Tyto domény vypadaji jako soudky tvofené smyckami
polypeptidového fetézce a cela struktura je to stabilizovana cysteinovym mustkem. Kratsi
useky polypeptidového tetézce spojuji jednotlivé soudky. Lehké fetézce obsahuji 2 domény.
N-Casti tézkého 1 lehkého fetézce jsou variabilni a li§i se individudlné mezi molekulami
produkovanymi raznymi klony B-lymfocyti. Ostatni domény jsou konstantni. Variabilni
domény H a L-fetézcl vytvareji spolecné vazebné misto pro antigen. Co se tyce typt fetézct,
existuje nékolik typt lehkych a tézkych fetézci. U ¢loveka zndme dva typy lehkych fetézct,

které se znaci x a A. LiSi se primarni strukturou konstatnich domén a jsou kddovany odliSnymi

24



geny. Tézkych fetézci zndme u lidi pét typa — p,0,y,0 a €. U Cloveka existuji Ctyfi vyznamné
odli$né subtypy vy fetézct (y1- y4) a dva a subtypy a fetézcu (ol a 02). Kterykoli typ tézkého
fetézce se muze parovat s lehkymi fetézci (k a A) a tvofit kompletni molekulu

imunoglobulinu. V jedné molekule imunoglobulinu jsou vzdy totozné tézké 1 lehké fetézce.
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Obrazek cislo 7: Struktura molekul imunoglobulinii. Prevzato z [49].

IgM existuje ve form¢ pentamert, ve kterych jsou jednotlivé monomery spojeny do kruhu
cystinovymi mustky a jednim J-fetézcem. Méa molekulovou hmotnost kolem 900 kDa a ma 10
vazebnych mist pro antigen. Retézce p jsou silné glykosylovany. IgM je prvnim typem
protilatek, ktery se tvofi po setkani s antigenem, pokud jeho jeho prezentace je uvnitf
organismu. Az pozdgji se tvoti dalsi typy (IgG, IgA). IgM po navazani na antigen dobie vaze
komplementovy protein C1 a aktivuje klasickou drahu komplementu. Avidita a specificnost
IgM protilatek je vétSinou nizsi, ponévadZ se tvofi v primarni f4zi imunitni odpovédi.

19G je nejhojnéjsim sérovym izotypem. Jednotlivé podtiidy IgG se lisi schopnosti vazat C1
slozku komplementu a svou Fc ¢asti t€zkych fetézch se vazi dobie na Fc-receptory fagocyta
I lymfocyti. Lidské imunoglobuliny IgG3 a IgGl dobie aktivuji komplement, I1gG2 huf
algG4 vubec. Proteinové antigeny vyvolavaji tvorbu IgG pifedevsim v podtiidé IgGl,
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polysacharidové ve tiid¢ 1gG2. Protilatky IgG se také dobie vazi na protein A produkovany
stafylokoky, a proto se také tento protein vyuziva k purifikaci IgG, napf. ze séra [50].

IgA je tvofen predevSim na sliznicich intraepitalidlnimi lymfocyty. Sliznicni IgA je dimer
dvou molekul IgA spojenych J-komponentou, kterd ¢ini tento dimer stabilnéjSim vici
degradaci enzymatickymi systémy. Ponévadz na sliznicich probihd primérni protilatkova
odpoveéd’ predevsim ve tiide IgA, je také, podobné jako IgM, i IgA odpoveéd’ malo specificka.
Vzhledem k zpusobu infekce boreliemi, ktera neprobiha pies sliznice, neni stanovovani IgA
protilatek v sérologické diagnostice borelii pfinosné a neni také vyuzivano.

IgE protilatky jsou tvoieny ve zvySené koncentraci piedev§im u atopikl a pii parazitarnich
infekcich. Vyuzivaji se pfedevsim v diagnostice alergii. Schopnost produkovat IgE protilatky
pfedchézi v ontogenezi schopnost produkovat IgM protilatky, proto se vyuzivaji také
v diagnostice intrauterinnich infekci, napft. toxoplasmozy.

IgD tvofi cca 1% proteinli plasmatické membrany zralych B-lymfocytl a je vétSinou
exprimovan na zralych B-lymfocytech s IgM. V malém mnozstvi je secernovan také do séra.

Jeho funkéni 1 diagnosticky vyznam je dosud nejasny.

Konjugaty a substraty

V ELISA pouzivané k detekci a stanoveni protilatek v infekéni sérologii lidi predstavuji
konjugaty enzymem znacené zvifeci protilatky proti jednotlivym tfiddm lidskych
imunoglobulinii. Nejcastéji vyuzivanymi zdroji protilatek v infekéni sérologii byvaji ovce,
kozy, kralici, prasata a mys$i, s enzymu jsou to pak kienova peroxidaza (HRP), alkalicka
fosfataza (AP) a -galaktozidaza. Jako substraty jsou pro barevné reakce nejcastéji pouzivany
ABTS (2,2'-Azinobis[3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic  acid]), OPD (o-phenylenediamine
dihydrochloride), DAB ((3,3'-DiAminoBenzimidine) a TMB (3,3',5,5'-tetramethylbenzidine)
pro HRP, pNPP (p-Nitrophenyl Phosphate) pro AP a ONPG (ortho-Nitrophenyl-3-
galactoside) pro p-galaktozidazu. Jako fluorescenéni substrat pro HRP byva pouzivan ADHP
(10-Acetyl-3,7-Dihydroxyphenoxazine), Resazurin (znamy také jako Am.plex red) aj., pro AP
pak MUP (4-Methylumbelliferyl Phosphate) nebo FDP (Fluorescein DiPhosphate). Jako
luminiscencni substrat pro HRP byva vyuZivan luminol. Nabidka substrati pro ELISA je

pomerné Siroka.

1.5.1.2 ELISA pro stanoveni protilatek v infekcni sérologii

Uspotadani ELISA pro prukaz antigent a protilatek v infekéni sérologii mize mit
nékolik modifikaci. Pro prukaz protilatek je nejCastéji vyuzivana nepiima ELISA. Je-li
analyzovana tfida protilatek v analyzovaném materidlu, napi. séru, obecné pifitomna
v mnohem mensi koncentraci, nez jiné tfidy protilatek, v nichZ rovné€z probiha protilatkova
odpovéd’ na dané infek¢ni agens, pak se vétSinou pouziva tzv. ,,capture- sendvicova* varianta

Tato varianta se pouziva Casto pii detekci a stanovovani IgM protilatek.
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Obrdazek cislo 8: Schéma ELISA. Prevzato z [51].

1.5.1.3 Nepiima ELISA

Vzorek, ktery testujeme na pfitomnost anti-boreliovych protilatek, je pridan
K antigenim vazanym na pfislusném sorbenu (jamkach mikrotitra¢ni desticky, kyvetce,
zkumavce, kulickach apod.) a jsou-li protilatky (Ab) pfitomny, specificky se na né vazi.
Poinkubaci jsou promyvanim nenavazané protilatky odstranény. Navazané protilatky
z vySetiovaného vzorku jsou pak detekovany enzymaticky znaenymi sekundarnimi
protilatkami a po odmyti nenavdzanych sekundarnich protilatek jsou pak navdzané sekundarni
protilatky detekovany reakci na nich navazaného enzymu S piislusnym substratem.
Po zastaveni enzymatické reakce je provedeno jeji zméfeni a vyhodnoceni pomoci pfislusné
techniky. Obecné schéma této metody je znazorné€no na obrazku 9. Vyhodou této nepiimé
metody detekce protilatek je, ze neni nutno vzorek pfed analyzu nijak upravovat. Stupen
Cistoty pouzitého antigenu v této metodé je zavisly na pozadavku na specificnost sledovanych
protilatek. Jako u vétSiny imunotestli je vSak vhodnéjsi pracovat s purifikovanymi nebo
alespon Caste¢né purifikovanymi antigeny. Podminkou spolehlivosti je, ze sekundarni Ab

nevaze imobilizovany Ag ani nepfilne na stény mikrotitracni desticky.

inkubace inkubace o inkubace
| AK|—— K‘.("——ﬁ
promyti 1 promyti
navazani navazani navéfépi pridani zastave.ni r
antigenu wyEetfovanych detekénich substratu enzymaticks
protilatek protilatek reakce

Obrazek cislo 9 : Schéma neprimé ELISA: Nejprve dochazi v prvni jamce k navazani antigenu
na pevnou fazi (provedeno vetsinou vyrobcem diagnostickych souprav). V ndasledném kroku se
specificka protilatka, je-li pritomna Vv analyzovaném vzorku, vaze na antigen. Poté se ke smési
prida sekundarni protildatka znacend enzymem. Ta v reakci S pridanym substratem vyvoldva
vznik tmavé modrého produktu (pri pouziti TMB), Ktery je okyselenim zménén na Zluty

produkt. Mezi kazdym krokem je jamka intenzivné promyta.
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ELISA testy jsou zakladni vySetfovaci metodou k pritkazu protilatek 1gG a IgM u borelidz.
Dle stanoveni pravidel doporu¢enych Centrem pro kontrolu a prevenci nemoci (CDC), byl
zaveden dvoufazovy sérologicky protokol, ktery zahrnuje vysoce senzitivni ELISA testy
nasledované metodou Westernblot s vysokou specificnosti pro konfirmaci nalezi u vzorka
s pozitivnimi a hrani¢nimi koncentracemi protilatek IgG a IgM [52].

Pro priikkaz a stanovevni protilatek proti boreliim je dnes jiz na trhu k dispozici fada
komer¢nich souprav ELISA (firmy Test-Line, DadeBehring, Euroimmun, Abbot, Virlmmun
a dalsi) [53]. Vyuziva se na prikaz borelia specifickych protilatek tiidy IgM, IgG [32].
Jako cilové antigeny soupravy vyuzivaji jak rizné upravené lyzaty borelii, tak borelia-
specifické antigeny, jako jsou OspA 31-32,5 kDa, OspB 34 kDa, OspC 22, 23 a 25 kDa, p39,
proteiny o m.h. 41 kDa, 66 kDa, proteiny periplasmatického prostoru (MEP) 83-93 kDa
a k n¢kolik dalsich [48].

1514 Imunoblot (westernblot)

K detekci specifickych proteini a charakterizaci protilatkové odpovédi proti fadé

antigend mikrobidlniho pivodu se vyuzivaji Siroce imunoblotovaci metody. Klasické
westernblotové metody (WB) pouzivaji jako antigenni substrat elektroforeticky rozdélené
antigenni extrakty nablotované na vhodné membrany. Stale Castéji jsou ale vyuzivany
blotovaci metody, které pouzivaji jednotlivé purifikované nebo rekombinantni antigeny
nanasené na sorbent ve formé ¢arek (line-blot) nebo tecek (dot-blot). Tyto metody maji oproti
WB vyhodu vtom, Ze je odfiltrovana fada nespecifickych antigend, které pak pisobi
komplikace pti vyhodnocovani WB technik.
z hlediska diagnostiky infekce poskytuji vyrazné specifictéjsi vysledky. Ponévadz jsou jimi
VvV jednom vzorku a na jedné ploSe detekovany nebo stanovovany protilatky proti né¢kolika
antigentim, fadi se tyto metody mezi tzv. multiplexové metody, které jsou, srovnavame-li
cenu detekce nebo stanoveni protildtkové specificity proti jednotlivym antigentim
s jednoanalytovymi ELISA, naopak levné&jsi a mén¢ pracné nez ELISA a spotiebuji také méné
analyzovaného vzorku. Jejich provedeni je podobné jako u ELISA, 1i$i se jen substraty, které
kromé toho, Ze po enzymatické reakci zméni barvu, se stavaji nerozpustnymi a ziistavaji
Vv piisluSnych pozicich blotovaci membrany.

Jak jiz bylo feceno, WB metoda je kombinaci imunoanalytického prikazu specifické
protilatky proti jednotlivym antigentim, a elektroforézy, diky niz jsou antigeny rozdé€leny
podle své molekulové hmotnosti a pfeneseny na vhodnou matrici.

Antigenni preparat se nejdiive zahfiva s dodecylsulfatem sodnym (SDS), ktery rozstépi
komplexni proteiny na jednotlivé frakce. Nasledné se pomoci elektroforézy

Vv polyakrylamidovém gelu tyto frakce rozdé€li podle svych molekulovych hmotnosti a v gelu
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tak vzniknou neviditelné pruhy polypeptidii. Tento proces byva oznaovan jako SDS-PAGE.
V dalsi fazi jsou frakce elektroforeticky pieneseny na vhodnou membranu, kterou je nejcastéji
nitrocelul6za. Membrana je nastiihana na Uzké pasky a nachystana k vlastni reakci.
Ta spoc¢iva v inkubaci jednotlivych prouzkii s nafedénym sérem pacienta. Pokud obsahuje
sérum hledané protilatky, béhem inkubace se navazi na specifickou antigenni frakci, opét zde
dochazi k vytvoreni imunokomplexu, ktery je nutno vizualizovat. V dalSich krocich jsou tedy
zbytky nenavazanych protilatek odstranény promytim a do reakce piichazi anti-lidsky
imunoglobulin znaceny enzymem, ktery se béhem dalsi inkubace vaZze na imunokomplex
a po promyti a ptidani substratu dojde v mist¢ vazby protilatky s antigenem k vytvoreni
barevného prouzku. Hodnoceni vysledkti probiha bud® pomoci softwaru, nebo vizualnim
vyhodnocenim specifickych linii [54].

Imunoblotovaci metody se v diagnostice borelidz vyuzivaji hlavné k potvrzeni
ptitomnosti protilatek IgG a IgM u vzorkl pozitivnich v ELISA testech. Jsou schopny
vyloucit fadu falesné€ pozitivnich vysledkl zptisobenych zktiZenou reaktivitou, nebot” ELISA
testy, které se pouzivaji jako screeningové a maji vysokou senzitivitu, nevykazuji takovou
specificitu a protilatky mohou reagovat i s antigeny jinych mikroorganismu. Protilatky tfidy
IgM proti nékterym boreliovym antigeniim, zejména OspC, které se objevuji v Casné fazi
infekce, maji obecné nizsi specificitu nez IgG protilatky objevujici se v pozdgjsich fazich
infekce.

Za pozitivni IgM WB je obvykle brana reaktivita s nejméné¢ dvéma z nésledujicich
antigenu - 21-25 kD (OspC), 39 kD (spec. periplazmaticky antigen), 41 kD (flagelin).
s nejméné péti z nasledujicich antigent -17 kD, 18 kD (OspF), 21-24 kD (OspC), 28 kD, 31
kD (OspA), 35 kD (OspB), 39 kD (spec. periplazmaticky antigen), 41 kD (flagelin) a 93 kD
[55].

Imunoblotova technika umoZziiuje mimo jiné stanovit u komplexnéjSich agens
bakterialniho typu i reaktivitu s konkrétnimi genospecies nebo odliSit reaktivity namifené
proti skupinovym antigeniim spole¢nym jak pro patogenni, tak i pro nepatogenni bakterie. Jde
napf. o nékteré stresové proteiny odpoveédné za zkiizené reakce [57]. Imunoblotovou techniku
lze pouzit i ke stanoveni autoprotilatek, napf. protilatek proti extrahovanym nukledrnim
antigenim (ENA) [56].

Imunoblotové techniky jsou tedy snadno proveditelné, velmi citlivé a specifické
se schopnosti detekovat protilatkovou odpovéd i1 proti rozdilnym peptidim ve sloZitych
antigennich smésich [57]. Dalsi vyhoda spo¢iva v moznosti stanoveni nékolika riznych
protilatek v jednom vzorku najednou. Citlivost té€chto testi je dnes vysoka a umoznuje
stanovit 1 mnozstvi 1-5 ng latky ve vzorku. Podle pouZitych antigent lze zvysit i specificnost
testtl [56]. Imunoblotové techniky existuji v mnoha variantach a jsou standardné pouzivany
v diagnostické i experimentalni praxi [58].
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Imunoblot s rekombinantnimi antigeny

Imunoblot soupravy s rekombinantnimi antigeny pro diagnostiku Lymeské borelidzy
pouzivaji Siroké spektrum antigenti, charakteristickych pro borelie. U Borrelia burgdorferi
sensu lato jsou to konkrétné antigeny typické pro druhy Borrelia afzelii, Borrelia garinii
a Borrelia burgdorferi sensu stricto. Rekombinantni antigeny jsou uméle pfipravované in vitro
na zaklad¢ znalosti aminokyselinové sekvence. Vyhody této metody jsou v jednoduché
interpretaci, reprodukovatelnosti vysledkt a vysoké uc¢innosti [59].

Imunoblotové systémy s vyluéné rekombinantnimi antigeny jsou sndze vyhodnotitelné
a vedly tak na nékterych laboratofich k opusténi westernblot vyuzivajicich celkové antigeny.
Avsak westernbloty s pouze rekombinantnimi antigeny vykazuji n€kdy az o 23 % nizsi
citlivost, zvlasté¢ u cerstvych infekci. Nejsou proto pro spolehlivou diagnostiku borrelidzy
nékterymi autory doporuceny. Jednotlivé rekombinantni antigeny vSak mohou dopliiovat

westernblot s celkovymi antigeny [60].

e VI B. burgd VIsE B. atzelii < = ) t/ll;EE ant:tiiebr: onn Eg?O-
i — g;; e VisE B, burgdorfori T iarang e
» . afzelii -
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- QspC B. afzelii Liid & gafzeh'n
e OspC B. burgd. T , -
e D500 8 Lipid B. burgdorteri [ ]
90 8- Gprien pg3 B, atzelii
P41 B, gasinii wf=-——p 41, Flag.
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p19
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Obrazek cislo 10: 1gM a 1gG imunoblot s rekombinantnimi antigeny a westernblot
doplnény o rekombinantni VISE pro diagnostiku borelioz. Prevzato z katalogu firmy
Euroimmun.

1.5.2 Pfimy priikaz infekce

Mezi tyto metody patii kultivace, elektronova mikroskopie, hybridizace, piima
imunofluorescence (DFA) a pritkaz boreliové DNA pomoci PCR [38].
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Kultivace

Kultivace borelii je velmi naro¢na. Musi se pouzit vysoce obohacena puda s ptidavky
zvitecich sér. Dnes jsou jiz komeréné dostupné rizné druhy pud jako BSK-H, BSK I, Sigma
[32]. Pro izolaci v pozdni fazi infekce se vyuzivaji pudy (EMEM, MPM), které slouzi
k zachytu cyst ¢i granul borélii, které se vyskytuji v krvi nebo mozkomisnim moku [48].
Dals$im materialem, ze kterého mizeme borélie kultivovat, jsou vzorky z biopsie koznich 1ézi,
krve, synovialni tekutiny, mozkomisniho moku, ale i ze srde¢ni tkané¢ anebo duhovky [61].
Odbér biologického materialu i jeho zpracovani, musi byt za velmi ptisnych podminek [48].
Material inkubujeme minimaln¢ 72 hodin, pfi 30-34°C pii mikroaerofilnich podminkach.
Nartst bakterii na pudé¢ je prokazovan mikroskopicky, PCR nebo sérologicky.

Ke kultivaci pfistupujeme také tehdy, ovéfujeme-li jiz onemocnéni diagnostikované
neptimymi metodami [61].

Jelikoz ma kultivace velmi malou senzitivitu, dlouhou dobu stanoveni (aZ 6 tydni) je tato

metoda dnes prakticky vyuzivana jen na vyzkumné tucely [19].

Imunofluorescence a elektronova mikroskopie

Ani tyto dvé metody nejsou dnes $ifeji v diagnostice borelidz §iteji vyuzivané.

U mikroskopie 1ze vidét tvar spirochét — velikost, pocet bicikil, povrchovou membranu, ale
mizeme zpozorovat i cystické formy [32]. Klasicka mikroskopie pro histologicky prikaz je
vyuzivana vyjime¢né. U vzorkl se vyuziva barveni Giemsou, toluidinovou modii nebo
se pouziva stiibfeni s 1% dusi¢nanem sodnym [48]. K barveni a nasledné mikroskopii
se vyuziva roztéru ¢i tkanovych feza [55].

Metoda pifimé fluorescence (DFA) se vzhledem k malé citlivosti v diagnostice LB

prakticky nepouziva [62].

Hybridizace, PCR

Hybridizace je zaloZena na klonované DNA. Klonovand DNA je znacena radioktivnim
izotopem a vaZe se na znamy pro borelie specificky usek DNA [32]. Casto ale dochazi
K nejasné reakci nehledé na pomérné malém mnozstvi boreliové DNA piitomné v nativnim
vzorku. Proto se vyuziva ptred vlastnim prikazem specifickych tseki DNA namnoZzeni
detekovanych usekt boreliové DNA v analyzovanych vzorcich metodou PCR (polymerazova
fetézova reakce) [3].

Metoda PCR vznikla v Cetus Corporation v Emeryville v Kalifornii. Metoda spociva
Vv namnoZeni genetického materidlu vybraného tiseku DNA pomoci polymerdzy, o tiech
teplotnich fazi [56].

Polymerazova fetézova reakce je dnes velmi vyZzadovand metoda k rychlému prikazu
a stanoveni infekénich agens véetné prukazu boreliové DNA [32]. Tato technika ma nekolik

nevyhod a to, Ze je vétSinou velmi obtizné ziskat material, v némz se nachazi alespon né&jaké
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borelie, Ze v preanalytické fazi mize dojit lehce ke kontaminaci vzork a ze vySetieni ma
i dnes pomérné vysokou cenu. Pozitivni na této metod¢ je jeji rychlost [61]. Velmi vhodny je
odbér a vySetfeni ze synovidlni tekutiny a koZnich 1¢zi, kde citlivost testu dosahuje az 90%
[7]. PCR lze vyuzit i na vySetieni z plodové vody [32], z mozkomi$niho moku i z krve, ale
zachytnost metody u poslednich dvou materialti nizka [61].

Pomoci PCR lze dnes nejen piislusné skvence DNA charakteristické pro dané organismy
detekovat, ale i pohodIné stanovovat jejich mnozstvi. Metoda, ktera to dovoluje a nejcastéji
se pouziva, je PCR vrealném ¢ase (RT PCR). Jednim z pfistroji, na némz se mize tato
metoda realizovat je LightCycler vyravény firmou Roche. UmozZiuje realizovat vysetieni
ve velmi kratkém case cca 30-40 minut, vyhodou je 1 vysoka senzitivita, moznost
opakovanych reakci v jedné kapilafe, vicebarevna optickd detekce a dalSi. Samoziejmé, Ze
se musi dat pozor, aby vzorek byl velmi Cisty, a musi ho byt dostate¢né mnozstvi, aby z n¢j
byla redlna moznost izolovat alespoil néjaké kopie nukleovych kyselin organismu, jejz
chceme detekovat a stanovovat jeho mnozstvi. Na mnozstvi vzorku tak zavisi také senzitivita
metody [11].
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1.6 Cil prace

Cilem mé diplomové prace bylo srovnani vysledkt sérologickych metod pro diagnostiku
borelioz provadénych rutinné v laboratofich Spadia (ELISA, imunobloty) Vv kontextu
s doporucenimi, kdy a jak je indikovat a interpretovat jejich vysledky.
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2  EXPERIMENTALNI CAST

Podrobné postupy metod pouzitych pro ziskani analyzovanych dat v této praci (standardni

opera¢ni postupy — SOP) jsou uvedeny v nasledujicich ptilohach:

2.1 Stanoveni protilatek proti boreliim metodou ELISA na analyzitoru
EVOLIS

Viz. Pfiloha 1

2.2 Stanoveni protilatek proti boreliim ve tfidach IgG, IgM chemiluminiscen¢ni
imunoanalyzou na analyzatoru LIAISON® XL

Viz. Pfiloha 2

2.3 Stanoveni protilitek proti boreliim ve tfidaich IgG, IgM metodou
westernblot a lineblot

Viz. Ptiloha 3

2.4 Diagnostika Borélii v Laboratorich Spadia Lab., a. s.

V této diplomové praci je provedena analyza vysledkd ziskanych pfi rutinnim
vySetiovani protilatek proti boreliim v laboratofich Spadia Lab v obdobi od 1. 1. 2014 do 31.
12. 2015. Podle doporuceni CDC (Doporuceni Centra pro monitorovani chorob) byl u vSech
vzorkl provadén screening protilatek proti boreliim pomoci ELISA ve tfidé IgM a IgG
a pozitivni vzorky nasledné konfirmovany pomoci WB popt. lineblotu, pokud si to indikujici

lékat nepftal jinak.

V roce 2014 byl ELISA screening provadén pomoci souprav firmy Euroimmun, ktera
pouzivala jako cilovy antigen pro detekci a stanoveni IgG protilatek smés celych
antigenovych extraktt B.burgdorferi sensu stricto, B.afzelii a B.garinii a rekombinantni VISE
B.burgdorferi. Pro detekci a stanoveni IgM protilatek byla jako cilovy antigen pouZzita rovnéz
smés celych antigenovych extraktt B.burgdorferi sensu stricto, B.afzelii a B.garinii, ale bez
rekombinantniho VISE B.burgdorferi. K provedeni testu byl pouzivan procesor vzorka Evolis.
Jednalo se o klasickou ELISA na mikrotitracnich destickach (SOP Stanoveni protilatek proti
boreliim metodou ELISA na analyzatoru EVOLIS, viz ptiloha 1).

Od 1. 12. 2015 pak byl screening provadén pomoci souprav firmy DiaSorin

na analyzatoru Liaison (metoda CLIA, SOP Stanoveni protilatek proti boreliim ve tfidach
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IgG, IgM  chemiluminiscenéni imunoanalyzou, piiloha 2), kde jako cilové antigeny
pro stanoveni protilatek ve tfidé IgM byly pouzity OspC (Outer surface protein C)
a pro stanoveni protilatek ve tiidé IgG VISE (Variable protein-like sequence, Expressed).
Vysledky vySetieni ve tiidé IgM jsou hodnoceny v indexech pozitivity (IP), kde vzorky
s vysledky IP < 0,9 jsou povazovany za negativni a vzorky s vysledky s IP > 1,1 za pozitivni.
Hodnoty IP 0,9 — 1,1 jsou hodnoceny jako hrani¢ni. Vysledky vysetieni protilatek ve tfidé
IgG jsou udavany v AU/mL a jako negativni jsou hodnoceny vzorky s hodnotami <10
AU/mL, jako hrani¢ni s hodnotami 10 — 15 AU/mL a jako pozitivni s hodnotami > 15
AU/mL.

Pro potvrzeni a typizaci sérologické odpovédi jsou V laboratotich Spadia v soucasné
dobé pouzivany jak WB obohacené o rekombinantni VISE, tak IB s rekombinantnimi antigeny
firmy Euroimmun. WB souprav firmy Euroimmun obsahuje jako cilovou antigenni strukturu
pro stanoveni IgG protilatek lyzat B.afzelii doplnény o VISE z B.burgdorferii, pro stanoveni
IgM protilatek bez VISE z B.burgdorferi. IB obsahuji pro vysetieni IgG protilatek vysoce
purifikované rekombinantni VISE antigeny jak z Borrelia afzelii (Ba), tak z Borrelia
bugrdorferi (Bb) a Borrelia garinii (Bg), lipidy extrahované zBa a Bb, proti nimz
se vyskytuji Casto protilatky v pozdnich fazich infekce, vysoce purifikované rekombinantni
antigeny bicikt p41 a p39 (flageliny), vysoce specificky dimer OspC (p25) ziskany z riznych
boreliovych kment a vysoce purifikované rekombinantni borelia-specifické antigeny z Bb
p58, p21, p20, pl9 a pl18 (obr. 10). Jasna pozitivita vici kterémukoliv z VISE antigentu
potvrzuje boreliovou infekci. V ¢asnych fazich infekce vSak muze byt anti-VISE odpoveéd
slab4 nebo mlze dokonce chybét. Pak pomahaji v interpretaci nalezy pozitivit proti ostatnim
aplikovanym antigenim. IB pro diagnostiku IgM protilatek (Casnd faze infekce) obsahuji
OspC Ba, OspC Bb, OspC Bg, p39 Ba, p41 Ba a VISE Bb. Pozitivita proti kterémukoliv OspC
antigenu potvrzuje ¢asnou fazi boreliové infekce. Ponévadz vSak, i kdyZ velmi zfidka, tato
anti-OspC reaktivita muze v ¢asnych fazich boreliové infekce chybét nebo byt nezietelna,

pomahaji v interpretaci nalezené vysledky pozitivit proti dalSim pouZitym antigentim.

Stripy WB i IB jsou po ukonéeni reakce se substratem a promyti skenovany
a vyhodnocovany automaticky pomoci software dodavanym k soupravam. Po piechodu na
screening pomoci ze souprav firmy Euroimmun na soupravy firmy DiaSorin pfi neshodé
vysledkti ELISA screeningu a konfirmace WB jsou pouzity také pro téidu IgG line-blotové
soupravy firmy Euroimmun, které pouzivaji jako cilové antigeny pro stanoveni protilatek
definované rekombinantni antigeny (Standardni operacni postup - Stanoveni protilatek proti

boreliim ve tfidach IgG, IgM metodou WesternBlot, viz ptiloha 3).
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2.4.1 Pravidla pro vyhodnocovani vysledkii:

2.4.2 Stanoveni protilatek proti boreliim metodou ELISA na analyzatoru EVOLIS

Interpretace anti-borelia IgM a IgG:
IP< 0,8 negativni IP 0,8-1,1 hranic¢ni IP >1,1 pozitivni

2.4.3 Stanoveni protilitek proti boreliim ve tfidach IgG, IgM chemiluminiscen¢ni
imunoanalyzou (CLIA) na analyzatoru Liaison
Interpretace anti-borelia IgM:
IP< 0,9 negativni IP 0,9-1,1 hrani¢ni IP >1,1 pozitivni

Interpretace anti-borelia IgG:
<10 AU/mL negativni 10 — 15 AU/mL hrani¢ni >15 AU/mL pozitivni

2.4.4 Stanoveni protilatek proti boreliim ve tfidach IgM metodou WB

Rychlé vyhodnoceni: antigenni pasek OspC pozitivni — IgM protilatky pozitivni
Jestlize anti-OspC neposkytuje jasny vysledek, provede se podrobné&jsi vyhodnoceni na

zéklad¢ pozitivity dalSich paskil podle tabulky 1.

Tabulka 1: Hodnoceni IgM pozitivity WB a imunoblotu na zaklade pozitivity celého souboru

pouzitych antigenii.

anti-OspC pasek | spec. Ag pasky celého extraktu: p83, p39, p31, p30, p21, p19, p17
1 pasek pozitivni zadny pasek pozitivni
pozitivni pozitivni pozitivni
slaby pozitivni hrani¢ni
negativni pozitivni negativni

IgM protilatky proti specifickym boreliovym antigenim jinym neZz OspC nepotvrzuji
definitivné cerstvou boreliovou infekci. Pfi serologickém sledovani boreliové infekce
poskytuje stanoveni protilatek ve tfidé IgM Casto nejasné vysledky. IgM protlatky mohou byt
nalezeny roky po infekci nebo antibiotické 1écbé. Proto zjiSténi IgM protildtek nemusi
nezbytn¢ indikovat Cerstvou infekci. Negativni IgM protilatky nevylucuji Cerstvou infekei. Pti
reinfekci se vytvaieji jen protilatky IgG a nikoliv IgM. V pozdéjsim stadiu borelidzy pozitivni
vysledek IgM neposkytuje doplitkovou informaci vzhledem k perzistenci protilatek. Vyskyt
takovych faleSné pozitivnich IgM protilatek vSak zlstava nejasny. Jsou pozorovany napf.
u mononukleodzy, herpetické infekce a riznych autoimunitnich infekeci.
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Charakteristiku antigenl1 v blotech pfinasi tabulka 2.

Tabulka 2: Charakteristika antigenut na testovacich stripech (IgM).

Pasek Antigen Specifi¢nost
83 kDa Membranovy-vesikalni Rozklad produktu p 100, vysoka
protein, p 83 specifi¢nost
75 kDA Protein teplotniho Soku, p 75 Nespecificky
62 kDA Protein teplotniho Soku, p 62 Nespecificky
60 kDA Protein teplotniho Soku, p 60 Nespecificky
50 kDA p 50 Nespecificky
43 kDA p 43 Nespecificky
41 kDA Flagellin, p 41 Rodové specificky, zktizena reaktivita
S jinymi spirochaetaceae a bic¢ikatymi
bakteriémi.
39 kDA Bmp A, p 41 Vysoka specifi¢nost
35 kDA p 35 Nejasna specifi¢nost
31 kDA OspA,p3l Vnéjsi povrchovy protein A, vysoka
specifi¢nost
30 kDA p 30 Specificky
28 KDA p 28 Nespecificky
25 kDA OspC,p25 Vnéjsi povrchovy protein C, vysoka
specifi¢nost
21 kDA p21 Specificky
19 kDA p 19 Specificky
17 KDA p 17 Specificky
16 KDA p 16 Nejasna specifi¢nost

2.4.5 Stanoveni protilatek proti boreliim ve tfidach IgG metodou WB

Ryhlé vyhodnoceni: Antigenovy pasek VISE pozitivni — IgG protilatky pozitivni.

IgG protilatky proti VISE mohou byt negativni v ¢asné fazi boreliové infekce a obcCas
I pozd¢jsi fazi. Proto je vhodné hodnoceni v piépadé ELISA pozitivnich a anti-VISE
negaticnich vysledkli ve WB provést podrobnéjsi hodnoceni podle tabulky 3. Charakteristiku

vvvvv
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Tabulka 3: Srovnavaci vyhodnoceni IgG protilatek.

spec. Ag pasky celého extraktu: p83, p39, p31, OspC (p25), p30,

anti-VISE pasek p21, p19, pl17
>2 pasky pozitivni | 1 pasek pozitivni | zadny pasek pozitivni
pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni
slaby pozitivni pozitivni negativni
negativni pozitivni negativni negativni

Tabulka 4: Specificnost antigenii na testovacich stripech pro IgG WB [52].

Pasek Antigen Specifi¢nost
Sekvence podobna sekvenci

VIsE hlavniho variabilniho proteinu, Specificky

exprimovana

Membranovy-vesikularni )

83 kDa . Degeadacni produkt p 100, specificky

protein, p 83

Rodové specificky, kiizova reaktivita
41 kDa Flagellin, p 41 s dal§imi spirochétami a bakteriemi majici
bicik
39 kDa BmpA, p39 Specificky
31 kDa OspA, p 31 Protein vnéjsiho povrchu A, specificky
30 kDa p 30 Specificky
25 kDa 0spC., p 25 Protein vnégj$iho povr.chu C, specificky,
znak Cerstvé infekce

21 kDa p21 Specificky
19 kDa p 19 Specificky
17 kDa p 17 Specificky

Statistické a grafické vyhodnoceni vysledki bylo provadéno pomoci nastroji tabulkového

procesoru Excel.
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3  VYSLEDKY

Prehled vzorku a vysledk jejich stanoveni je uveden v tabulce 5.

Tabulka 5: Rozdéleni pozitivnich, hranicnich a negativnich vysledkit mérenych metodou
ELISA i WB v roce 2014, 2015.

BORG BORM WBG WBM BORG BORM WBG WBM
pocet 12469 12465 3832 3129 12137 12202 1125 937
negativni 8028 9606 1390 1067 11466 10153 191 351
hranicni 1258 823 453 975 214 578 1 291
pozitivni 3183 2036 1989 1087 457 1471 933 295
% negat 64,4 77,1 36,3 34,1 94,5 83,2 17,0 37,5
% hranic 10,1 6,6 11,8 31,2 1,8 4,7 0,1 31,1
% pozit 25,5 16,3 51,9 34,7 3,8 12,1 82,9 31,5
2014 BORG

Obrazek 11: Rozdeleni negativnich, hranicnich a pozitivnich vysledkii ve tride IgG merené
metodou ELISA v roce 2014.
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2014 BORM

—

= negativni = hranicéni = pozitivni

Obrazek 12: Rozdeéleni negativnich, hranicnich a pozitivnich vysledkii ve tride IgM mérené
metodou ELISA v roce 2014.

2014 WBG

—

® negativni = hranicni = pozitivni

Obrazek 13: Rozdéleni negativnich, hranicnich a pozitivnich vysledkii ve tride IgG mérené
metodou westernblot v roce 2014.
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2014 WBM

—

= negativni = hranicni = pozitivni

Obrazek 14: Rozdeéleni negativnich, hranicnich a pozitivnich vysledkii ve tride IgM mérené
metodou westernblot v roce 2014.

2015 BORG

214

<

= negativni = hraniéni = pozitivni

Obrazek 15: Rozdeleni negativnich, hranicnich a pozitivnich vysledkii ve tride IgG mérené
metodou ELISA v roce 2015.
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2015 BORM

—

= negativni = hraniéni = pozitivni

Obrazek 16: Rozdéleni negativnich, hranicnich a pozitivnich vysledkii ve tride IgM mérené
metodou ELISA v roce 2015.

2015 WBG

—

= negativni = hraniéni = pozitivni

Obrazek 17: Rozdéleni negativnich, hranicnich a pozitivnich vysledkii ve tride IgG mérené
metodou westernblot v roce 2015.
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2015 BORM

= negativni = hraniéni = pozitivni

Obrazek cislo 18: Rozdéleni negativnich, hranicnich a pozitivnich vysledkii ve tride IgM
mérené metodou westernblot v roce 2015.
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Obrazek cislo 19: Stanoveni IgM protilatek metodou WB za casové obdobi prosinec 2014 —
Fijen 2015.
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Z obr. 19 je ziejmé, ze i vV zimnich mésicich mohou byt nalézany pozitivni vysledky anti-
IgM ptotilatek, jelikoz jsou borélie schopné piechazet do aktivnich forem z dormantnich
(klidovych, ,,spicich®) forem, které Casto unikaji imunologickému dozoru a byvaji rezistentni
na antibiotickou terapii. V takovychto formach jsou borelie schopny piezivat i nekolik
mésicl, nez se ,,probudi* do aktivni spirochetové formy.

Cilem prace bylo také ovéfit, zda blotovaci metody pomohou odstranit fadu pozitivnich
vysledkii nalezenych ve screeningovych ELISA metodach. Vysledky na souboru nasich dat
jsou uvedeny V nasledujicich tabulkach ¢. 6 - 9. Zhodnoceni byly vyloufeny hrani¢ni
hodnoty, které jsou podbarveny zluté. Z celkového pocétu 3445 vySetieni protilatek ve tiide
IgG v r. 2014 se neshodovalo 22% vysledku, kde 467 vysledkt pozitivnich v ELISA nebylo
potvrzeno WB, zatimco jen jeden ELISA negativni vysledek byl hodnocen ve WB jako
pozitivni. Z celkového poctu 2722 vyseteni protilatek ve téidé IgM v r. 2014 se neshodovalo
31% vysledki, kdy 406 v ELISA pozitivnich vzorkd nebylo potvrzeno pomoci WB. V r. 2015
se ve tfidé¢ IgG neshodovalo a WB nebyla potvrzena pozitivita ELISA u 64% vysledkd.
Ve tiidé IgM nebyla potvrzena ELISA pozitivita u 40% vysledka (188 vzorkt), ale 10 vzorka
v IgM ELISA negativnich bylo nalezeno pomoci WB jako pozitivni (10%).

n = 3445, shoda 78% IgG ELISA
vylouéeno 1273 (37%) negativni hrani¢ni pozitivni
negativni 4 679 467
I9G .
hrani¢ni 0 195 215
WB iy
pozitivni 1 184 1700

Tabulka 6: Srovndni stanoveni IgG protilatek proti boreliim pomoci ELISA a WB za rok
2014.

n = 2722, shoda 69% IgM ELISA
vylouceno 1400 (51%) negativni hrani¢ni pozitivni
negativni 7 378 406
IgM )
hrani¢ni 1 294 618
WB .
pozitivni 0 109 909

Tabulka 7: Srovnani stanoveni IgM protilatek proti boreliim pomoci ELISA a WB za rok

2014.
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n = 1125, shoda 36%

19G ELISA

vylouceno 82 (7%) negativni hrani¢ni pozitivni
negativni 190 1 665
I9G oy
hrani¢ni 1 0 80
WB .
pozitivni 0 0 188

Tabulka 8: Srovndni stanoveni IgG protilatek proti borelitm pomoci ELISA a WB za rok

2015.
n = 936, shoda 57% IgM ELISA
vylouceno 468 (50%) negativni hrani¢ni pozitivni

negativni 47 116 188

IgM .
hrani¢ni 17 77 197

WB i
pozitivni 14 61 220

Tabulka 9: Srovnani stanoveni IgM protildtek proti boreliim pomoci ELISA a WB za rok

2015.

Zajimalo nas také, jak casto se u pacientl, ktetfi pfichazeji na vySetfeni protilatek proti

boreliim nachazeji shodné vysledky (pozitivni/negativni) ve tfidé¢ IgM 1 IgG. Vysledky

screeningovych ELISA za rok 2014 jsou uvedeny v tab. 10 a za rok 2015 v tab. 11.

n = 12364, shoda 80% IgG ELISA
vylou¢eno 1970 (16%0) negativni hrani¢ni pozitivni
1AM negativni 6669 947 1926
g hrani¢ni 437 89 287
ELISA .
pozitivni 876 210 923

Tabulka 10: Srovndni stanoveni IgG a IgM protilatek proti boreliim pomoci ELISA za rok

2014.
n = 12137, shoda = 86% 1gG ELISA
vylouceno 776 (16%b) negativni hrani¢ni pozitivni
1AM negativni 9639 144 327
9 hrani¢ni 525 12 37
ELISA .
pozitivni 1302 58 93

Tabulka 11: Srovndni stanoveni IgG a IgM protilatek proti boreliim pomoci ELISA za rok

2015.
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4  DISKUZE

Prvni ¢ast své diplomové prace jsem veénovala teoretickym poznatklim, tykajicich
se charakteristiky a historie borelidzy, mikrobiologické charakteristice borelii, imunitnimu
systému ve vztahu Kk patogenezi onemocnéni, terapii a prevenci onemocnéni a postaveni
sérologickych vysetfeni v diagnostice onemocnéni.

Lymeska borelidza je infekéni systémové onemocnéni vyvolané bakteriemi Borrelia
burgdorferi sensu lato, které maji unikatnimi vlastnosti uniknout imunitni ochrané organismu.
Borelie pienasi pfedevsim klistata. Pfenos je mozny i krev sajicim hmyzem, ale ten nebyl
zatim v 8ir$i mife potvrzen. Kazdy jedinec na tuto infekci reaguje individualné.

U nékoho se infikovani boreliemi Klinicky vibec neprojevi a skonéi spontannim
uzdravenim, jiny mize mit az chronické potize. Klinické projevy zavisi na stadiu
onemocnéni. Pfi imunitnim systémem nezvladnuté infekci mlze byt Casto postizen kozni
systém, pohybovy aparat ¢i nervovy systém.

Prevence se dnes zamé&fuje pfedevsim na ochranu pted piisatim klistéte. Na vyzkumu
vakciny proti boreliim se stale pracuje.

V druhé, praktické ¢asti bakalarské prace jsem provadéla analyzu vysledkt ziskanych pfi
rutinnim vySetfovani protilatek proti boreliim v laboratofich Spadia Lab v obdobi od 1. 1.
2014 do 31. 12. 2015.

Strategie ~ vySetfovani  protilatek proti  boreliim  vychdzi z doporuceni CDC
(http://www.cdc.gov/lyme/diagnosistesting/labtest/twostep/index.html) i ¢eské skupiny pro
boreliozu (http://www.borelioza.cz/cs/diagnostika/), kdy screening se provadi pomoci
sensitivni ELISA a konfirmace pozitivnich vzorkii pomoci WB nebo IB, v némZ jsou
aplikovany rekombinantni nebo vysoce purifikované antigeny. Proto v naSich datech je jen
minimum ELISA negativnich vzorku, které byly soucasné vysetteny i WB nebo IB.

V roce 2014 byl ELISA screening provadén pomoci souprav firmy Euroimmun, ktera
pouzivala jako cilové antigeny pro detekci a stanoveni IgG protilatek smés celych
antigenovych extraktd B.burgdorferi sensu stricto, B.afzelii a B.garinii obohacenou
0 rekombinantni VISE B.burgdorferi. Pro detekci a stanoveni IgM protilatek byla jako cilovy
antigen pouzita rovnéz smeés celych antigenovych extraktti B.burgdorferi sensu stricto,
B.afzelii a B.garinii, ale bez rekombinantniho VISE B.burgdorferi. K provedeni testu byl
pouzivan procesor vzorkl Evolis. Jednalo se o klasickou ELISA na mikrotitracnich
destickach.

Konfirmace pomoci WB byly provadény soupravami firmy Euroimmun, kde jako antigenni
cilova struktura pro stanoveni IgG protilatek byl pouzit lyzat B.afzelii doplnény o VISE
z B.burgdorferii, pro stanoveni IgM protilatek bez VISE z B.burgdorferii.
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V roce 2014 bylo celkové vysetieno ve tfidé IgG metodou ELISA 12469 pacienttl, z nichz
bylo 64,4% negativnich; 10,1% hrani¢nich a 25,5% pozitivnich (tab. 5). Vysledky v ELISA
byly konfirmovany u 3445 vzorkt, z nichz u 1273 vysledkii nemohl byt ucinén jasny zavér,
nebot’ byly v §edé z6né (hranicni), tzn., Ze u pacientd s témito vzorky (37%) by mélo byt
provedeno opakované vySetieni s novym vzorkem. U 467 pacientli s pozitivnim ELISA

vysledkem nebyla pozitivita WB potvrzena (tab. 6).

Ve tfid¢ IgM bylo vySetfeno metodou ELISA 12465 pacientl, z nichz bylo 77,1%
negativnich; 6,6% hrani¢nich a 16,3% pozitivnich (tab. 5). Konfirmace nebo soucasné
vySetfeni ELISA 1 WB bylo provedeno u 2722 vzorki, z nichz u 51% musely byt vysledky
hodnoceny jako hrani¢ni a doporu¢eno opakované vySetieni a z pozitivnich ELISA vzorkl
nebyo WB potvrzeno 406 (tab. 7).

Od 1. 12. 2015 pak byl screening provadén pomoci souprav firmy DiaSorin na analyzatoru
Liaison, kde jako cilové antigeny pro stanoveni protilatek ve téidé IgM byly pouzity
purifikované nebo rekombinantni OspC (Outer surface protein C) antigeny a pro stanoveni
protilatek ve tfidé IgG purifikované nebo rekombinantni VISE (Variable protein-like
sequence, Expressed).

Konfirmace pomoci WB byly provadény stejné jako vr. 2014 soupravami firmy
Euroimmun, kde jako antigenni cilova struktura pro stanoveni IgG protilatek byl pouZit lyzat
B.afzelii doplnény o VISE z B.burgdorferii, pro stanoveni IgM protilatek bez VISE
z B.burgdorferii.

Po ptechodu na screening pomoci souprav firmy DiaSorin pfi neshodé vysledkit ELISA
screeningu a konfirmace WB byla pro tfidu IgG provedena jesté druha konfirmace za pouziti
imunoblotovych souprav firmy Euroimmun, které pouzivaji jako cilové antigeny pro

stanoveni protilatek definované rekombinantni antigeny.

V roce 2015 bylo celkové vySetteno ve tfidé IgG metodou ELISA 12137 pacienttl, z nichz
bylo 94,5% negativnich, 1,8% hrani¢nich a 3,8% pozitivnich (tab. 5). Naslednou konfirmaci
pozitivnich a hrani¢nich vysledki metodou WB, pokud tento standardni postup klient
axceptoval, bylo z celkového poc¢tu 933 ELISA pozitivnich vysledkit WB vylouceno 71,3% a
zpochybnéno (hrani¢ni hodnoty WB) 8,6% vzorkd (tab. 8), tj. vyrazné vice nez v r. 2014.

Ve tfid¢ IgM bylo v r. 2015 vySetieno metodou ELISA 12202 pacienti, z nichZ bylo 83,2%
negativnich; 4,7% hrani¢nich a 12,1% pozitivnich (tab. 5). Naslednou konfirmaci pozitivnich
a hrani¢nich vysledkt metodou WB, pokud byla provedena, bylo z celkového poctu 605
ELISA pozitivnich vysledki vylouceno 31,5% a zpochybnéno 32,6% vzorkd (tab. 9).
Vyluéenych vysledkl bylo o cca 10% vice nez v r. 2014, zpochybnénych je zhruba stejné.
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NaSe malezy potvrzuji, Ze dvoustupniovd sérologicka diagnostika borelioz (ELISA
nasledovand WB nebo IB) ma svllj vyznam a ze blotovaci metody pomohou vyloucit
vyznamné procento ,,falesné*“ pozitivnich ELISA vysledku. Potvrdili jsme si také, ze vysledky
ELISA analyzy velmi zalezi na tom, jaké antigeny, resp. jejich smési a kombinace, jsou
pouzity v ELISA metodéach jako cilové, coz odpovidd tomu, ze imunoanalytické techniky
dnes jesté nelze standardizovat [68, 69]. Z tabulek 10 a 11 je ziejmé, Ze ¢im komplexnéjsi je
antigenni substrat v ELISA, tim vice pozitivnich vysledk, které nesjou nasledné blotovacimi
technikami potvrzeny, ziskavame.

Jak jiz bylo fecCeno, diagnostika borelidzy nemize by zalozena jen na laboratorni
diagnostice. Diagnostika boreliézy se provadi na zakladé anamnézy, podle ptiznakd a vyvoje
zdravotniho stavu. Hezkym piikladem takovéto komplexni diagnostiky je skorovaci systém

uvedeny na obr. 20.

Diagnosticka kritéria Lymeské boreliozy

Prisati klistéte 1
Prisati klistéte a vyvoj priznaku 2
Pfiznaky postizeni jednoho systému 1
dvou a vice 3

Erythema migrans 7
ACA, ovérena biopsii 7
Borreliovy lymfocytom 7
Bannwarth(v syndrom 7
Paréza licniho nervu 5
Artritida, karditida 5
Seropozitivita ELISA test 3
Western blot 3

4

3

4

4

7

el & ] . & = @ . & o L]

+ Sérokonverze
* Elektronova mikroskopie (barveni stribrem)
(monoklonalni protilatky )

* Kultivace borrelii

PR ______ & 1
. > 10 bodu - prokazana LB
. 7-10 bod( — pravdépodobna
. <7 bodt - nepravdépodobna

Obrazek cislo 20: Diagnosticka kritéria Lameské boreliozy. Prevzato a upraveno 7 [64].

Objevi-li se v misté prisati klistéte nebo krev sajiciho hmyzu do né€kolika dnt az tydnt
erythema migrans - ¢ervena skvrna, ktera je bud’ homogenni, nebo od prostfedku bledne, je to
silnd indicie, Ze doSlo k pienosu borelii. To plati zhruba pro 70-80% postizenych. U zbylych
se, bohuzel, tento ptfiznak nemusi objevit, infekce probiha zpocatku zcela bezptiznakoveé
a byva v tomto ptipadé¢ také vétSinou zlikvidovana imunitnim systémem postizeného jedince.
Nestane-1i se tak, miZe infekce pfejit do chronicity. Nepiijemnou vlastnosti chronickych

infekci, nejen borelioz, je skuteCnost, ze infekce v postizené tkdni vyvolava zanét, ktery
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poskozuje buiiky této tkan¢. Mikrobidlni antigeny reaguji také Casto zkiizené s nékterymi
antigeny hostitele. Tim mohou u geneticky predisponovanych jedincti vyvolavat onemocnéni,
ktera fadime mezi onemocnéni autoimunitni. U nezvladnuté primérni infekce boreliemi to
byva po prechodu do infekce trvalé postizeni nervového systému (periferni obrna licniho
nervu, meningoencefalitida, polyradikulopatie), kloubii (lymské artritida), opakované
postizeni klize (sekundarni erythema migrans, boreliovy lymfocytom, acrodermatitis chronica
atroficans), vzacnéji pak lymska karditida nebo postizeni oci.

Dostanou-li se borelie do prostiedi, které neni pro jejich zivot optimalni, piechazeji do
dormantnich (klidovych, persistujicich, ,,spicich®) forem, které casto unikaji imunologickému
dozoru a byvaji rezistentni na antibiotickou terapii. V takovychto formach jsou borelie
schopny piezivat i nékolik mé&sicl, nez se ,,probudi® do aktivni spirochetové formy. Co se
tyCe antibiotické terapie, ukazuje se, ze jako efektivni se z vySe uvedenych divodi jevi pulzni
antibioterapie vhodnymi antibiotiky pii akutnich potizich (viz str. 20-23). Ta pomuze
imunitnimu systému, aby se na danou situaci adaptoval a byl schopen se v dalsim obdobi
S ptipadnou persistujici boreliovou infekci vyrovnévat sam. Jako perspektivni se ukazuje u
pesistujicich boreliovych infekci pulsni 1é¢ba Sirokospektrymi ATB v kombinaci s preparaty
zabanujicimi replikaci DNA, jako je mytomycin C [51, 73].

Jak jiz bylo feCeno, laboratorni diagnostika Lymské boreliozy je v soucasnosti
provadéna nejcastéji sérologickymi testy, tj. testy zalozenymi na detekci a stanovovani
protilatek proti boreliim ve vySetifovanych vzorcich sér, nej€astéji riznymi variantami ELISA
a imunoblotovacich metod. V oblasti nepfimého priikazu kontaktu vySetfovaného jedince
s boreliemi se stava v poslednich letech popularni také imunospotovaci metoda (LimeSpot).
Kazd4 skupina téchto metod mé své specifika, na které je pfi jejich volbé a interpretaci
vysledkl nutno brat zietel.

Metody pifimého prikazu borelii v materidlech odebranych od vySetfovanych osob, at’
se jiz jedna o kultivaci, PCR nebo DFA jsou z rznych divodi (narocnost odbéru materidlu

K vySetfeni, pracnost, cena, kone¢na efektivita vySetieni aj.) vyuzivany v praxi jen minimalng.
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5 ZAVER

Nase studie potvrdila, Ze pro vysledky screenigového vysetieni borelidz pomoci
raznych variant ELISA dodavanych riznymi vyrobci je velmi dulezité slozeni antigenniho
substratu, ktery je pro analyzu pouzit. Nasledna imunoblotova konfirmace pozitivnich ELISA

vysledkii pomulze eliminovat vyznamné procento tzv. ,,falesné pozitivnich* néalezi.

Pii interpretaci vysledku je tfeba brat v potaz n€kdy pomalou tvorbu protilatek
Vv Casném stadiu onemocnéni, Moznost ovlivnéni tvorby protilatek piedchozi aplikaci
antibiotik a netypickou dynamiku protilatkové odpovédi. Pietrvavani protilatek po terapii
nemusi znamenat selhani 1é¢by akutniho onemocnéni. EXistuje moznost zktizenych reakci
santigeny jinym patogeni zpusobujicich napf. virova onemocnéni jako EBV, CMV i
s n€kterymi autoantigeny. Pro vysloveni zavérti ze sérologické diagnostiky je dulezity
pfesmyk protilatek z IgM na 1gG. Pouhd pfitomnost IgM protilatek za stalé absence IgG
protilatek neznamena pozitivni nalez. V zadném piipadé vsak nelze délat diagndzu a opatieni
jen na zaklad¢ vysSetfeni protilatek. Vysledky sérologickych vySetieni je nutné posuzovat
v kontextu celého klinického obrazu [64].
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Ab protilatka

ACA Chronicka atroficka akrodermatitida

Ag antigen

ANA antinukledrni protilatky

ATB antibiotika

B. Borrelia

Ba Borrelia afzelii

Bb Borrelia bugrdorferi

BBK32 fibronectin-binding protein of Borrelia burgdorferi
Bg Borrelia garinii

CDC Centrum pro kontrolu a prevenci nemoci
CLIA nepiima chemiluminiscen¢ni imunoanalyza
CMV Cytomegalovirus

CNS Centralni nervova soustava

DbpA Decorin-binding protein A

DEET (N,N-dietyl-meta-toluamid)

DNA Deoxyribonukleové kyselina

EBV Epstein-Barrové virus

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctovoa

EHK Externi hodnoceni kvality

EIA Enzymoimunoanalyza

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay
EM Erythema migrans

EMEM Eagle's minimal essential medium

HAV Virus hepatitidy A

hCMV Human cytomegalovirus

HIV/AIDS  Human Immunodeficiency Virus, Acquired Immune Deficiency Syndrome
HSV Herpes simplex virus
IgA, IgM, IgG imunoglobulin

kb kilobaze

kDa kilodalton

LB Lymeska borelioza

LFA-1a Lymphocyte function-associated antigen 1

OspA, OspB, OspC, OspD, OspE a OspF Outer Surface Protein

PCR Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)
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RF
RLU
SDS
TAT
TBE
TNF
TRIS
VISE
VzZV
WB

revmatoidni faktor

relativni svételna jednotka

dodecylsulfat sodny

Turn around time (Cas od pfijeti vzorku po vytisténi vysledku)
Tick-borne Encephalitis (klistova encefalitida)

tumor necrosis factor o

pufr tris(hydroxymethyl)aminomethan pufr

Variable protein-like sequence

Varicella zoster virus

Westernblot
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STANOVENI PROTILATEK PROTI BORRELIIM

Ucel vySetieni

Borrelia burgdorferi sensu lato je mikroaerofilni pohybliva G- spirochéta. Je puvodcem
lymeské boreliozy. Borrelia burgdorferi sensu lato se na podklad¢ vlastnosti genetickych,
fenotypovych a imunologickych déli na 4 genospecies -B. burgdorferi sensu stricto, B.
garinii, B. afzelii a B. japonica. B. burgdorferi sensu stricto se vyskytuje na celém svété, ale
jako jedina v severni Americe; B. garinii a B. afzelii v Evropé, B. japonica v Japonsku. V
Ceské republice jsou pavodcem boreliozy zejména druhy B. garinii a B. afzelii, B.
burgdorferi senzu stricto jen ziidka. Pfenasi se klistaty druhu Ixodes ricinius.

Stanoveni specifickych protilatek proti boréliim ve tfidach IgM a IgG je zatim nejlepsi
moznosti prikkazu infekce. Existuje fada uskali v interpretaci sérologickych nélezli (pomaly
nastup tvorby protilatek v raném stddiu onemocnéni, nedostatecna protilatkovad odpovéd u
nekterych pacientll, pomérné Casté zkiizené reakce (lues, EBV, CMV, autoimunity) a s tim
souvisejici pfitomnost faleSn€ pozitivnich nélezi.

Protilatky tiidy IgM jsou detekovatelné 3 — 4 tydny po pfisati klistéte. Za 1 — 3 mésice jsou
odbourany, mohou vSak pietrvavat 1 nékolik mésict. V ptipad¢ hrani¢niho nalezu je vhodny
dalsi odbér za 3 — 6 tydni. U pozitivniho nalezu se doporucuje odbér za 2 — 3 mésice od
zahdjeni terapie. Protilatky tfidy IgG se objevuji 4 — 8 tydnli po infekci, jsou nékdy pomérné
brzy odbourany (za 1 rok), ale mohou pfetrvavat i mnoho let. U borelii nemaji IgG protilatky

protektivni charakter.

Princip postupu vySetreni

Zakladem ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) metody je komplex specifické
protilatky s molekulou enzymu (peroxidasa), kterd S$t€pi molekulu substratu za vzniku
barevnych produkti méfenych fotometricky. Prakticky princip je takovy, Ze na
polystyrénovou mikrotitra¢ni desti¢ku o 96 jamkéch je na stény jamek navazan antigen. Do
jamky se ptida nafedény vzorek, v piipad¢ ptitomnosti protilatek dojde K jejich navazani na
antigen. K detekci navazanych protilatek se pouziji zvifeci protilatky proti lidskym
imunoglobulintim, které jsou zna¢ené enzymem peroxidasou, a reakce se vizualizuje piidanim
substratu, ktery je enzymem rozStépen za vzniku barevnych produktii. Barevné produkty

enzymatické reakce jsou méfeny spektrofotometricky v podob¢ absorbance.

Specifikace funkce
Ptibalovy letdk, CDO1/LKIS/¢.5, CES/LKIS (EHK/MPZ)

Systém primarniho vzorku
Odbér
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> vySetieni se provadi ze séra popf. plazmy, krev je odebirana do zkumavek
s protisrazlivymi ¢inidly (poptipadé¢ EDTA, heparin nebo citrat).

» vzorky krve jsou centrifugovany po dobu 10 min. pii 1500 g; pfipadné srazeniny ve
vzorku jsou pted testovanim odstranény; kontaminovana, hyperlipemicka nebo silné

hemolyticka séra popf. plazma nejsou vySetiovana.

Uchovani
» vzorky jsou uchovavany pii teplot¢ +2°C — 8°C max. po dobu 7 dni, poté jsou
uchovavany 1 meésic pii teploté¢ -20°C - po tuto dobu je mozné si zazadat o dalsi Ci

doplijici vySetieni.

» vzorky se nesmi opakované rozmrazovat.

Manipulace s materidlem

po fyzickém piezkoumani vzorku (zadanky, odbérové zkumavky) ozna¢i pracovnik
centrdlniho pfijmu zadanku c¢islem a pfipoji svoji parafu viz. BS3 Smérnice pro piijem
primarnich vzorka

po oznaceni se pozadavky na vysetfeni ze zddanky zadaji do laboratorniho informac¢niho
syst¢tmu INFOLAB, zadanému vzorku je pfifazeno Cislo ze Zadanky a tiskdrnou carovych
kodi jsou vytisknuty nezaménitelné ¢arové kody podle poZzadavku na vySetieni a nalepi se na
odbérovou zkumavku pacienta

zkumavky, mikrozkumavky Eppendorf pro imunologickd vySetfeni se oznac¢i carovym
kédem nebo etiketou (jméno, pfijmeni, rodné ¢islo, ¢islo ze zadanky, poZadované vySetieni).
Pracovnik laboratofe LKIS odpipetuje do téchto zkumavek sérum nebo plazmu z originalni
odbérové zkumavky s odpovidajicim ¢islem ¢arového kodu (pozn. zkumavky se séry jsou
Vv laboratofi centralniho pfijmu uchovavany v lednicce po dobu 3 dnl), kde je podle
pozadovanych vySetfeni umisti do pfislusnych oznacenych stojankt popt. plastovych krabi¢ek
Vv lednicce

zkumavky a mikrozkumavky Eppendorf se sérem nebo plazmou jsou likvidovany podle

ptislusnych ptedpisti viz. Provozni fdd SPADIA LAB, a.s.

Piistroje a pomiicky
» Automatické pipety
» Evolis — BioRad
» Vortex V1

65



Cinidla a reagencie
Chemikalie a reagencie

>
>
>

Soupravy Anti-Borrelia ELISA (IgM), Anti-Borrelia plus VISE ELISA
(IgG) - EUROIMMUN

Destilovana voda

Spotrebni material

>

YV V V YV V V

Zkumavky plastové

Latexové rukavice

Kontejnery na infekéni odpad — malé
Kontejnery na infek¢éni odpad — velké (kos)
Stojanky

Kadinky

Spicky

Postupy kalibrace

Neprovadi se.

Pracovni postup

Test je proveden na piistrojich EVOLIS 1, 2, 3 (viz. Manual €. 6,7) Pfistroj provadi metodu

dle nasledujiciho postupu:

1. Pted pouzitim vytemperujeme vSechny vzorky a reagencie na laboratorni teplotu.

© o N o g A DN

[ S Y
N B O

Natedime vzorky v poméru 1:101.
Do stripti pipetujeme 100 pl kalibratoru (2), PK, NK, natedéné vzorky.
Inkubace cca 30 min. pii laboratorni teploté.
3x promyjeme Vv pfipraveném promyvacim.
Napipetujeme 100ul konjugatu do vsech jamek.
Inkubace cca 30 min. pfi laboratorni teploté.
3X promyjeme Vv pfipraveném promyvacim.
Napipetujeme 100ul substratu do vSech jamek.
. Inkubujeme cca 15 min. pfi laboratorni teploté, ve tmé!
. Napipetujeme do vSech jamek 100ul Stop reagentu.

. Desticku odecteme fotometricky pii 450/630 nm proti vzduchu do 30 min. od

zastaveni reakce.

Pozn.

- dle ptibalového letdku lze provést test dvéma zplsoby. Laboratof LKIS vyuziva
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moznosti stanoveni na Index pozitivity (IP). Pipetuje se CAL(2), NK, PK.

Postupy rizeni kvality
Soucasti kazdého stanoveni je pozitivni a negativni kontrola.
Externi kontrola kvality se zajist'uje ucasti v EHK (SEKK).

Interference a zkrizené reakce

Nebyla prokazana signifikantni nespecificka zktizena reaktivita.

Vypocet a vyjadieni vysledki
Vypocet vysledku provede automaticky software ptistroje EVOLIS dle schématu:

Vypocet indexu:

IP = extinkce vzorku / extinkce Cut-off

Hodnoceni :

IP< 0,8 negativni IP 0,8-1,1 hrani¢ni IP >1,1 pozitivni

Vysledek vySetfeni je zapsan do pracovniho protokolu (nebo jsou prilozeny tisténé
vysledky z analyzatoru), ktery je tiStén z pocitacového programu Infolab a ktery obsahuje:
nazev vySetfeni, identifika¢ni kdd vzorku (laboratorni Cislo a jméno pacienta), datum analyzy,
parafu pracovnika, ktery vysetieni provedl, parafu pracovnika, ktery vySetfeni hodnotil a dale
Cislo Sarze a exspiraci pouzité diagnostické soupravy. Vysledky vySetfeni jsou pfeneseny
z ptistroje  EVOLIS pfimo do laboratorniho informacniho systému Infolab nebo jsou
z protokolu prepsany pracovnikem LKIS do pocitacoveého programu Infolab a zaklddany do
laboratorniho deniku CDO1/LKIS/E.5.

Biologické referen¢ni rozmezi

Negativni.

Varovné/kritické hodnoty
Nejsou.

Laboratorni protokol a interpretace vysledki

Vysledky jsou uvoliovany kvalifikovanymi pracovniky viz. BS4 Smérnice pro vydéavani
vysledki.
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Preventivni bezpecnostni opatieni
Nutno dodrzovat bezpecnostni pifedpisy pro praci s infekénim materidlem uvedené viz.

BR1 Provoznim fadu.

Potencialni zdroje odchylek

Odbérova faze, pipetovani.

Literatura
Ptibalovy letak

Souvisejici dokumentace a prilohy

BR1 Provozni fad

BS3 Smérnice pro ptijem primarnich vzorka

BS4 Smérnice pro vydavani vysledkt

CE5/LKIS

BS11 Smeérnice vnitini kontroly kvality

Manual ¢. 6 — UZivatelsky manual EVOLIS
Manuadl ¢. 7 — Kratky uzivatelsky manual EVOLIS
Manuidl €. 15 — Vortex V-1

CDO1/LKIS/E.5
Piiloha ¢.1  Zkraceny postup: Stanoveni protilatek IgG, IgM proti boreliim metodou
ELISA

Piiloha ¢.2  Piibalové letaky souprav Anti-Borrelia ELISA (IgM), Anti-Borrelia plus VISE
ELISA (IgG) - EUROIMMUN

Ptiloha €.3 Listy kvality pfiloZené ke kazdé nové SarZi soupravy
Ptiloha ¢.4 Verifika¢ni protokoly anti-borelia IgG, IgM.
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11.2 Priloha 2:

Typ dokumentu:

Interni

Platnost od:

2.3.2015

STANDARDNI OPERACNI POSTUP

Stanoveni protilatek proti boreliim ve tridach IgG,
IgM chemiluminiscen¢ni imunoanalyzou

Jméno: Funkce: Podpis: Datum:
Vypracoval: Mgr.M.Jindfichova OP 2.3.2015
Schvalil: RNDr.l.Lochman,C VLKIS 2.3.2015
Sc.
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STANOVENI PROTILATEK PROTI BORRELIIM

Ucel vySetieni

Borrelia burgdorferi sensu lato je mikroaerofilni pohybliva G- spirochéta. Je puvodcem
lymeské boreliozy. Borrelia burgdorferi sensu lato se na podklad¢ vlastnosti genetickych,
fenotypovych a imunologickych déli na 4 genospecies -B. burgdorferi sensu stricto, B.
garinii, B. afzelii a B. japonica. B. burgdorferi sensu stricto se vyskytuje na celém svéte, ale
jako jedina v severni Americe; B. garinii a B. afzelii v Evropé, B. japonica v Japonsku. V
Ceské republice jsou ptvodcem borelidzy zejména druhy B. garinii a B. afzelii, B.
burgdorferi senzu stricto jen ziidka. Pfenasi se klist'aty druhu Ixodes ricinius.

Stanoveni specifickych protilatek proti boréliim ve tfidach IgM a IgG je zatim nejlepsi
moznosti prikazu infekce. Existuje fada uskali v interpretaci sérologickych nélezii (pomaly
nastup tvorby protilatek v raném stddiu onemocnéni, nedostatecna protilatkovad odpovéd u
nékterych pacientl, pomérné Casté zkiizené reakce (lues, EBV, CMV, autoimunity) a s tim
souvisejici pfitomnost faleSné pozitivnich naleza.

Protilatky tiidy IgM jsou detekovatelné 3 — 4 tydny po pfisati klistéte. Za 1 — 3 mésice jsou
odbourany, mohou vSak pietrvavat 1 nékolik mésict. V ptipad¢ hrani¢niho nalezu je vhodny
dalsi odbér za 3 — 6 tydnid. U pozitivniho nélezu se doporucuje odbér za 2 — 3 mésice od
zahdjeni terapie. Protilatky tfidy IgG se objevuji 4 — 8 tydnli po infekci, jsou nékdy pomeérné
brzy odbourany (za 1 rok), ale mohou pietrvavat i mnoho let. U borelii nemaji IgG protilatky

protektivni charakter.

Princip postupu vySetieni

Kvantitativni stanoveni specifickych protilatek IgG a IgM proti Borrelia burgdorferi je
zalozeno na nepiimé chemiluminiscenéni imunoanalyze (CLIA). Magnetické Castice (pevna
faze) jsou potazeny rekombinantnimi antigeny specifickymi pro Borrelia burgdorferi a mysi
monoklonalni protilatky jsou znaceny derivatem isoluminolu (konjugét isoluminol-protilatka).
Béhem prvni inkubace se protilatky proti Borrelia burgdorferi pfitomné v kalibratorech,
vzorcich nebo kontrolach navdZou na pevnou fazi. Béhem druhé inkubace reaguje konjugat s
IgG proti Borrelia burgdorferi jiZ navdzanymi na pevnou fazi. Po kazdé inkubaci se promytim
odstrani nenavédzany material. V dal$i fazi jsou pfidany startovaci reagencie a dochazi k
indukci prudké chemiluminiscen¢ni reakce. Fotonasobi¢ méfi svételny signdl odpovidajici
mnozstvi konjugatu isoluminol protilatka. Uddva se v relativnich svételnych jednotkach
(RLU) a koresponduje s koncentraci IgG a IgM protilatek proti Borrelia burgdorferi v

kalibratorech, vzorcich ¢i kontrolach.
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Misto provadéni postupu
— Diagnostickd laboratot, pracovisté ¢. 1: Laboratot klinické biochemie, Dr. Martinka
1491/7, Ostrava 700 30

Specifikace funkce
BF 107.01 - Verifika¢ni protokol — anti-Borelia 1gG, IgM

Pouzita terminologie a zkratky

EHK — externi hodnoceni kvality

SEKK — systém externi kontroly kvality

LIS — laboratorni informacni systém

LKB — laboratof klinické biochemie

LKIS — laboratoft klinické imunologie a sérologie
VKK — vnitini kontrola kvality

Faze pred vySetfenim (pFiprava pacienta)
Pro obvyklé vySetiovani je vhodny odbér rano, nala¢no. Specialni pfiprava pacienta pied

odbérem zilni krve neni nutna.

Systém primarniho vzorku

VysSetfeni se provadi ze séra popf. plazmy, krev je odebirana do zkumavek
s protisrazlivymi ¢inidly (poptipadé EDTA, heparin nebo citrat). Pokud se test provede do
sedmi dnl od odbéru vzorki, vzorky se uchovavaji v lednici pii teploté¢ 2-8°C; jinak se
uchovavaji zmrazené pii —20°C a niZe. Po rozmrazeni se musi vzorky pfed testovanim dobie
promichat. Minimalni poZzadovany objem vzorku je 170 ul (20 pl vzorek + 150 pl mrtvy
objem).

Manipulace s materialem

Vzorky krve je tfeba dorucit do laboratofe tak, aby mohly byt zpracovany co nejdiive po
odbéru. Vzorky pro potiebu laboratorniho vySetfovani jsou pfijimany pracovniky na piijmu
biologického materialu, ktefi byli nalezit¢ pouceni o podminkach piijmu, evidence v LIS,
oznaceni odbérovych zkumavek, ptipravy a skladovani vzorkd biologického materidlu pred
laboratornim vySetfenim. Podminky pfijmu a skladovani vzorkli definovany viz. BS3

Smérnice pro prijem primdrnich vzorkii.

Piistroje a pomiicky
e Centrifuga Eppendorf
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e  Automaticka pipeta jednokanalova 100 — 1000 pl
e  De¢lena pipeta 5 ml

e  De¢lena pipeta 2 ml

e  De¢lena pipeta 10 ml

e  Analyzator LIAISON® XL

e Latexové bezprasné rukavice

e Kontejnery na infekéni odpad

e LIAISON® XL Cuvettes

e LIAISON® XL Disposable Tips
e LIAISON® XL Starter Kit

e LIAISON® Wash/System Liquid
e LIAISON® XL Waste Bags

e LJIAISON® XL Cleaning Tool

Cinidla a reagencie
Chemikalie a reagencie

» Kontroly LIAISON® Borrelia IgG (negativni a pozitivni) ([REF] 310881).
Kontroly LIAISON® Borrelia IgG Liquor (negativni a pozitivni) ([REF]
310882).

» Kalibrator 1 (3,8 mL) [CAL|1] Lidské sérum/plazma s nizkymi hladinami
protilatek tfidy IgG proti Borrelia burgdorferi, hovézi sérovy albumin,
fosfatovy pufr, 0,2% ProClin® 300, neutralni zluté barvivo. Koncentrace
kalibratorit (AU/mL) je vztaZena na preparaty protilatek uzivané v laboratofi.

» Kalibrator 2 (3,8 mL) [CAL|2] Lidské sérum/plazma s vysokymi hladinami
protilatek tfidy IgG proti Borrelia burgdorferi, hovézi sérovy albumin,
fosfatovy pufr, 0,2% ProClin® 300, neutrdlni modré barvivo. Koncentrace
kalibratorii (AU/mL) je vztaZena na preparaty protilatek uzivané v laboratofi

» Roztok k fedéni vzorkd (28 mL) [DIL|SPE] Hovézi sérovy albumin, fosfatovy
puft, 0,2% ProClin® 300, neutralni zluté barvivo.

» Konjugat (23 mL) [CONJ] Mysi monoklonalni protilatky proti lidskému IgG
konjugované s derivatem isoluminolu, hovézi sérovy albumin, PBS puft, 0,2%
ProClin® 300, ochranné latky

» Magnetické castice ( 2,3 ml) SORB- Magnetické castice (2,3 mL) [SORB]
Magnetické Castice potazené rekombinantnim antigenem Borrelia burgdorferi
VISE (ziskany z E. coli), hovézi sérovy albumin, PBS pufr, < 0,1% azidu

sodného
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Spotrebni material

>

YV V V V V V

Zkumavky plastové

Latexové rukavice

Kontejnery na infekéni odpad — malé
Kontejnery na infek¢éni odpad — velké (kos)
Stojanky

Kéadinky

Spicky

Postupy kalibrace

Test kalibratort specifickych pro stanoveni umozituje upravit pfifazenou vzorovou kiivku

pomoci detekovanych hodnot relativnich svételnych jednotek (RLU). Kazdy roztok

kalibratoru umoznuje provedeni osmi kalibraci. Trojnasobné kalibrace je nutna, kdyz dojde k

alespoil jedné z nasledujicich situaci:

— Zacne se pouZzivat nova Sarze startéru.

— Posledni kalibrace byla provedena pted vice nez jedni tydny.

— Pokazdé¢, kdyz je pouzita nova SarZe integralu.

— Po udrzbé analyzatoru.

— Kontrolni hodnoty pfesahuji pozadovana rozpéti.

LIAISON® XL Analyzer: Hodnoty kalibratoru jsou uvedeny na radiofrekvencnim

identifikacnim transpondéru (Radio Frequency IDentification transponder, Stitek RFID).

Pracovni postup

Priprava reagencii

Resuspendace magnetickych ¢astic

Pied vlozenim integralu do zafizeni je nutné magnetické Castice zcela resuspendovat. Aby

mohlo dojit ke kompletni resuspendaci, postupujte podle krokd uvedenych nize:

Pted odstranénim krytu z lahvicky otacejte malym koleckem v ¢asti s magnetickymi

¢asticemi tak dlouho, az se suspenze zbarvi dohnéda.

Suspendaci magnetickych ¢astic mizete napomoci jemnym a opatrnym obracenim

lahvicky ze strany na stranu (zabraiite vzniku pény).

Zrakem zkontrolujte dno lahvicky s magnetickymi €asticemi a ujistéte se, ze doslo k

resuspendaci vSech usazenych magnetickych ¢éstic.

Opatrné otiete povrch vSech stén a odstrafite rezidualni tekutinu.

Opakujte dle potieby tak dlouho, az zcela dojde k resuspendaci magnetickych ¢astic.
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Zpénéni reagencii
Pro optimalni funkcnost integralu nesmi dojit ke zpénéni reagencii. Aby k tomu nedoslo,
dodrzujte nize uvedena doporuceni:
- Pied pouzitim zrakem zkontrolujte reagencie a zvlasté kalibratory (pozice dvé a tii po
lahvicce s magnetickymi ¢asticemi), zda neobsahuji pénu.
- Jestlize se po resuspendaci magnetickych cCastic objevi péna, vlozte integral do
zafizeni a nechte pénu zmizet.
- Jakmile se péna ztrati a integral je v pfistroji a michd se, je integral piipraven k

pouziti.

VloZeni integralu na misto urcené pro reagencie
Analyzator LIAISON® XL ma vestavéné magnetické zafizeni, které napomaha disperzi
mikrocastic pied tim, nez se reagencni integral dostane na misto v analyzatoru uréené pro
reagencie. Podrobnosti jsou uvedeny v ptirucce k analyzatoru.
- Vlozte reagencni integral na ur¢ené misto.
- Ponechejte reagen¢ni integrdl v magnetickém zafizeni po dobu alespoit 30s (az
n¢kolik minut). Podle potieby opakujte.
- Vlozte reagencni integral do analyzdtoru na misto uréené pro reagencie tak, aby byl
Stitek obracen na levou stranu.
- Pred pouZzitim ponechejte reagencie v klidu po dobu 15 min. Analyzator automaticky
rozmicha a zcela resuspenduje magnetické Céstice.

- Dle navodu k obsluze analyzatoru rozmistéte vySetfované vzorky a zahajte analyzu.

Uchovavani a stabilita reagen¢niho integralu

Dle ndvodu se musi reagencni integral skladovat ve vertikdlni poloze. Usnadni to
resuspendaci magnetickych ¢astic. Reagencie reagencniho integralu si uchovavaji stabilitu az
do uplynuti expiracni doby, jsou-li skladovany neoteviené, ve svislé poloze a pfi teploté 2-
8°C. Nezmrazujte. Reagencni integral by nemél byt uZivan po uplynuti expira¢ni doby
uvedené na soupravé a na Stitku reagen¢niho integralu. Po otevieni je reagencni integral

stabilni osm tydnt a pokud neni v pfistroji, mé¢l by byt uchovavan pii teploté 2-8°C.

Priprava kontrol

Lahvicky s kontrolami vlozte do analyzatoru LIAISON® do stojankt typu C. Kazdy roztok
s kontrolou umoznuje provedeni alespoil 20 testii. Minimalni poZzadovany objem je 420 pl (20
ul kontroly + 400 pl mrtvy objem). V okamziku pouZiti ekvilibrujte kontroly na teplotu
laboratote (20-25°C) jeste pied otevienim lahvicek a v pfistroji je uchovavejte pouze po dobu
nutnou pro kontrolu kvality. Po pouziti uzaviete lahvicky a skladujte je pii teploté 2-8°C ve
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vertikalni poloze. Pfi manipulaci dodrzujte ptisluSna opatieni, abyste zamezili bakteridlni
kontaminaci kontrol. Po dodéani se musi kontroly skladovat pii 2-8°C ve vertikalni poloze, aby
se zamezilo piilnuti roztoku k vicku lahvicky. Nezmrazujte. Pokud jsou kontroly skladovany
v uzavieném obalu a ve vertikalni poloze, jsou pfi teploté 2-8°C stabilni az do data expirace.
Po otevieni jsou kontroly stabilni po dobu osmi tydnt pfi spravném skladovani pfi teploté 2-
8°C mezi dvémi nasledujicimi pouzitimi. Kontroly by nemély byt pouzivany po uplynuti

lhtity expirace vyznacené na stitcich lahvicek.

Pti testovani se musi piesné dodrzovat pokyny v manualu k analyzatoru LIAISON® XL.
Vsechny parametry testu jsou urCeny dle informaci zakdédovanych ve vysokofrekvencnim
identifika¢nim transpondéru (Radio Frequency IDentification transponder, Stitek RFID). Je-li
Stitek RFID necitelny, nelze integral pouzit a je nutné ho zlikvidovat. Podrobnosti jsou

uvedeny v piiruéce k analyzatoru.

Postup préace s analyzatorem:

. Davkovani kalibratort, kontrol nebo vzorkii do reakéniho modulu.
. Davkovéani potazenych magnetickych castic.

. Davkovani roztoku k fedéni vzorkd.

. Inkubace.

. Promyvani promyvacim/systémovym roztokem.

. Davkovani konjugatu do reakéniho modulu.

. Inkubace.

. Promyvani promyvacim/systémovym roztokem.

O 0 N O L A W N =

. Pfidani startéru a méteni vyzareného svétla.
Provedeni tdrzby cisticim néstrojem LIAISON® XL Cleaning Tool (podrobné udaje viz.
navod k pouziti Cisticiho nastroje LIAISON® XL Cleaning Tool).

Postupy Fizeni kvality

Kontrola kvality je stanovovana denné, vzdy na pocCatku dne, na dvou kontrolnich
hladinéch, pfi vymené reagencii, po kalibraci metody
a servisnim zasahu.

Deklarované hodnoty jsou vyznaceny v ptibalovém letaku
a automaticky pfevedeny do analyzatoru.

Externi kontrola kvality se zajist'uje ucasti v EHK (SZU Praha).

Interference a zkrizené reakce

Kontrolované studie potencidln¢ interferujicich latek a faktord ukdzaly, ze vysledky testu
nejsou ovlivnény antikoagulancii (citrat sodny, EDTA, heparin), hemolyzou (az do 1000

75



mg/dl hemoglobinu), lipémii (az do 3000 mg/dl triglyceridl), bilirubinémii (az do 20 mg/dl
bilrubinu) a cykly zmraZeni-rozmrazeni.

Vysledky testu neovliviiuji potencialné¢ zkiizené reagujici protilatky. Mezi provéfované
protilatky byly zafazeny:

- protilatky proti riznym infek¢énim agens (hCMV, HSV, HHV 6, VZV, parvovirus
B19, HAV, Toxoplasma gondii, Mycoplasma pneumoniae
- anti-nuklearni (ANA) protilatky a revmatoidni faktor (anti-Fc imunoglobulin).

Studie na zkfiZzenou reaktivitu testu LIAISON® EBV IgM byla vytvoiena pro vyhodnoceni
potencialni interference protilatek s jinymi patogeny (hCMV, parvovirus B19, Toxoplasma
gondii, virus zardének, HBV, HAV, HSV, Treponema pallidum, VZV, spalni¢kovy virus,
virus ptiusnic, Borrelia burgdorferi, chiipkové viry) a i jinych onemocnéni, jejichz pivod
muze byt v atypické aktivité imunitniho systému (antinukledrni autoprotilatky, reumatoidni
faktor). Vzorky pro tyto studie byly pfedem vyhodnoceny jinym komeréné dostupnym testem
IgM proti EBV. JestliZze byly vzorky negativni na protilatky IgM proti EBV, pak byly tyto
vzorky pouzity pro studii potencidlni zkiizené reaktivity. Pfitomnost potencidlnich zkiizené

reagujicich latek ve vzorcich byla detekovana pomoci CE oznacenych testi.

Vypocet a vyjadieni vysledki

Borrelia IgG

Analyzator automaticky vypocita koncentraci IgG protilatek proti Borrelia burgdorferi ve
form¢ arbitrarnich jednotek (AU/mL) a vyhodnoti vysledky. Podrobnosti jsou uvedeny v
ptiruc¢ce k analyzatoru. V analyzatorech LIAISON® a LIAISON® XL mohou kalibratory a
kontroly vykézat rizné vysledky relativnich svételnych jednotek (RLU) nebo koncentrace, ale
vysledky vySetfeni vzorkl pacientti jsou ekvivalentni.

Rozsah testu. 5-240 AU/mL protilatek tfidy IgG proti Borrelia burgdorferi. Vzorky s
hladinou protilatek vyS$si nez rozsah testu mohou byt predfedény dilu¢ni funkci pfistroje a
znovu testovany (doporuceny diluc¢ni faktor je 1:10). Vysledky jsou automaticky vyndsobeny
diluénim faktorem, ¢imZ jsou ziskany skute¢né hladiny protilatek. Zasoba roztoku k fedéni

vzorkl v reagen¢nim integralu vystaci pro 10 ptrediedéni.

Borrelia IgM

Analyzator automaticky vypocitd koncentrace IgM protilatek proti Borrelia burgdorferi
jako indexy a vysledky vyhodnocuje. Podrobnosti jsou uvedeny v pfirucce k analyzatoru. V
analyzatorech LIAISON® a LIAISON® XL mohou kalibratory a kontroly vykazat rtizné
vysledky relativnich svételnych jednotek (RLU) nebo koncentrace, ale vysledky vySetieni

vzorkl pacientl jsou ekvivalentni.

Rozsah testu. 0,1 az 6 hodnoty indexu protilatek ttidy IgM proti Borrelia burgdorferi.
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Biologické referen¢ni hodnoce:

Vysledek vysetfeni je prenesen do systému OPENLIMS.

Interpretace Borrelia IgM:

Vzorky s hodnotou indexu IgM protilatek proti Borrelia burgdorferi nizsi nez 0,9 by mély
byt hodnoceny jako negativni.

Vzorky s hodnotou indexu IgM protilatek proti Borrelia burgdorferi v rozmezi 0,9 az 1,1 se
povazuji za nejasné.

Vzorky s hodnotou indexu IgM protilatek proti Borrelia burgdorferi rovnou nebo vyssi nez

1,1 by mély byt hodnoceny jako pozitivni.

Interpratace Borrelia IgG:

Vzorky s koncentraci IgG protilatek proti Borrelia burgdorferi nizsi nez 10 AU/mL by
m¢ély byt hodnoceny jako negativni.

Vzorky s koncentraci IgG protilatek proti Borrelia burgdorferi v rozmezi 10 az 15 AU/mL
se povazuji za nejasné.

Vzorky s koncentraci IgG protilatek proti Borrelia burgdorferi rovnou nebo vyssi nez 15

AU/mL by mély byt hodnoceny jako pozitivni

Varovné/kritické hodnoty
Nejsou.

Laboratorni protokol a interpretace vysledki

Konzulta¢ni ¢innost laboratofe je provadéna denné telefonicky laboranty a
vysokoskolskymi pracovniky, ktefi jsou kompetentni poskytnout informace. Zpusobili VS
pracovnici, tam kde to uznaji za vhodné, poskytuji informace k vysledkim také formou
komentait, které jsou soucasti vysledkové zpravy. Turn around time (TAT, ¢as od pftijeti
vzorku po vytisténi vysledku) je uveden v laboratorni ptiruc¢ce. Vysledky jsou uvoliiovany

kvalifikovanymi pracovniky viz. BS4 Smérnice pro vydavani vysledkd.

Preventivni bezpe¢nostni opatieni

Cinidla soupravy nejsou klasifikovana jako nebezpeénd. Je nutné dodrzovat obecné zasady
bezpegnosti prace podle CSN 01 8003, ale i zasady prace s biologickym materidlem, ktery
muze byt zdrojem pienosu nékterych infekci. Zejména je tieba zachovavat pravidla osobni
hygieny, pouzivat osobni ochranné pracovni prostiedky (odév, obuv apod.), pii praci nejist,

nepit a nekoufit. Po praci a pred jidlem omyt pokozku ptfedevSsim rukou teplou vodou
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a mydlem a oSetfit vhodnym reparacnim krémem.

Prvni pomoc
Pfi ndhodném poziti se vyplachnou usta a vypije se asi 1/2 litru vody, pii vniknuti do oka
provést rychly a dukladny vyplach proudem cisté vody. Pfi potiisnéni omyt pokozku teplou

vodou a mydlem. Ve vSech vaznych ptipadech poskozeni zdravi vyhledat 1¢katskou pomoc.

Likvidace odpadu

Na vSechny zpracované vzorky je nutné pohlizet jako na potencionalné infekéni a spolu
s ptipadnymi zbytky ¢inidel je likvidovat podle vlastnich internich ptedpist jako nebezpecny
odpad viz. BRI Provozni rad. Papirové a ostatni obaly se likviduji podle druhu materialu jako
ttidény odpad (papir, sklo, plasty).

Potencialni zdroje odchylek

Bakterialni kontaminace nebo tepelna inaktivace mohou ovlivnit vysledky testu. Integral se
nesmi vyménovat mezi jednotlivymi typy analyzatori (LIAISON® a LIAISON® XL).
Jakmile je integral jednou vloZen do urcitého typu analyzatoru, musi se v daném analyzéatoru

pouzivat tak dlouho, az bude zcela vypotifebovany.

Literatura
Piibalovy letak.

Souvisejici dokumentace a prilohy

BR1 Provozni fad

BS3 Smérnice pro piijem primarnich vzorkl

BS4 Smérnice pro vydavani vysledkt

CE5/LKIS

BS11 Smérnice vnitini kontroly kvality

Priloha ¢.1 Verifika¢ni protokoly anti-borelia IgG, IgM
Ptiloha ¢.2 Piibalové letaky
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Ucel vySetieni

Borrelia burgdorferi sensu lato je mikroaerofilni pohybliva G- spirochéta. Je pavodcem
lymeské boreliozy. Borrelia burgdorferi sensu lato se na podklad¢ vlastnosti genetickych,
fenotypovych a imunologickych déli na 4 genospecies -B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii,
B. afzelii a B. japonica. B. burgdorferi sensu stricto se vyskytuje na celém svété, ale jako
jedina v severni Americe; B. garinii a B. afzelii v Evropé, B. japonica v Japonsku. V Ceské
republice jsou pivodcem boreliézy zejména druhy B. garinii a B. afzelii, B. burgdorferi senzu
stricto jen zifidka. Pfendsi se klist'aty druhu Ixodes ricinius.

Stanoveni specifickych protilatek proti boréliim ve tfidach IgM a IgG je zatim nejlepsi
moznosti prikazu infekce. Existuje fada uskali v interpretaci sérologickych nélezli (pomaly
nastup tvorby protilatek v raném stddiu onemocnéni, nedostatecna protilatkovad odpovéd u
nékterych pacientl, pomérné Casté zkiizené reakce (lues, EBV, CMV, autoimunity) a s tim
souvisejici pfitomnost faleSné pozitivnich nélezi.

Protilatky tiidy IgM jsou detekovatelné 3 — 4 tydny po pfisati klistéte. Za 1 — 3 mésice jsou
odbourany, mohou vSak pietrvavat 1 nékolik mésict. V ptipad¢ hrani¢niho nalezu je vhodny
dalsi odbér za 3 — 6 tydni. U pozitivniho nalezu se doporucuje odbér za 2 — 3 mésice od
zahgjeni terapie. Protilatky tfidy IgG se objevuji 4 — 8 tydnli po infekci, jsou nékdy pomeérné
brzy odbourany (za 1 rok), ale mohou pietrvavat i mnoho let. U borelii nemaji IgG protilatky

protektivni charakter.

K detekci protilatek proti Borrelia burgdorferi pfichdzeji v ivahu rizné techniky: ELISA,
imunofluorescence, pasivni hemaglutinace a immunoblot. Mnozi pouzivaji ELISA test
paralelné s nepfimou imunofluorescenci k pfedbéZnému zhodnoceni vzorku séra.

Podle nafizeni platnych v USA a Némecku musi serologicka diagnéza dodrzovat princip
procedury o dvou krocich: ELISA nebo nepfima imunofluorescence jako prvni krok, je-li
reaktivni nasleduje Westernblot. U cerstvych infekei se doporucuje provést paralelné
ELISA/IIFT a Westernblot, protoZe nékteré slabsi reakce dokaze Westernblot detekovat diive
nez screeningové testy. VISE jako nejcitlivéjsi antigen k detekci IgG protilatek a Osp C k
detekci IgM protilatek by mély byt v testu zahrnuty. Dodateénym stanovenim protilatek proti
VISE lze zvysit spéSnost detekce o 20% ve srovnani s celo-extraktovymi Westernbloty a o
30% ve srovnani s Westernbloty s rekombinantnim antigenem. Ze vsSech testovanych

rekombinantnich antigenti ma nejvyssi citlivost pii detekci boreliové infekce.

Princip postupu vySetreni
IgG: EUROLINE-WB test umoziiuje kvalitativni in-vitro stanoveni lidskych protilatek
proti boreliovym antigenim vseru a plazmé. Test obsahuje stripy s elektroforeticky
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rozdélenymi extrakty antigeni z Borrelia afzelii. Kazdy strip obsahuje membranu
s rekombinantnim antigenem VISE (Variable major protein-like sequence, expressed). Stripy
blotu jsou blokovany a v prvnim reakénim kroku se inkubuji s nafedénymi pacientskymi
vzorky. V piipadé pozitivnich vzorka se specifické protilatky téidy IgG (také IgA a IgM)
navazi na antigeny. K detekci navazanych protilatek slouzi druhd inkubace pomoci enzymové
znacen¢ho anti-lidského IgG (enzymovy konjugét), pti které dochazi k barevné reakci.

IgM: Testovaci souprava WESTERNBLOT nabizi kvalitativni in-vitro zkousku na lidské
protilatky tfidy IgM proti Borrelia afzelii v séru nebo plazmé. Testovaci souprava obsahuje
testovaci stripy s elektroforeticky separovanymi antigenovymi extrakty Borrelia afzelii. V
prvnim reakénim kroku dochazi k blokovani blotovacich stripii a inkubaci s nafedénymi
pacientskymi vzorky. Jsou-li vzorky pozitivni, navazi se na antigeny specifické protilatky
tridy IgM (a IgA, IgG). Vazané protilatky se poté detekuji pfi druhé inkubaci, ktera probiha za
pouziti enzmyov¢ znaceného anti-lidského IgM (enzymovy konjugat), ktery spusti barevnou
reakci.

Misto provadéni postupu

— Diagnosticka laboratot, pracovisté €. 1: Laboratof klinické imunologie a sérologie, Dr.
Martinka 1491/7, Ostrava 700 30

Specifikace funkce
Verifikace metody Imunoblot spoc¢iva v pravidelném zatazovani pozitivniho kontrolniho

vzorku (firemni pozitivni kontrola) a zdroven je soucasti kazdého blotu kontrolni prouzek.

Pouzita terminologie a zkratky

EHK — externi hodnoceni kvality

SEKK - systém externi kontroly kvality

LKIS — laboratoft klinické imunologie a sérologie
LIS — laboratorni informacni systém

VKK — vnitini kontrola kvality

Faze pred vySetienim (pFiprava pacienta)
Pro obvyklé vySetfovani je vhodny odbér rano, nalacno. Specidlni pfiprava pacienta pred

odbérem zilni krve neni nutna.

Systém primarniho vzorku
Odbér
» vySetfeni se provadi ze séra popf. plazmy, krev je odebirana do zkumavek
s protisrazlivymi €inidly (poptipadé EDTA, heparin nebo citrat).
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» vzorky krve jsou centrifugovany po dobu 10 min. pii 40000t/s.; pfipadné srazeniny ve
vzorku jsou pred testovanim odstranény; kontaminovana, hyperlipemicka nebo silné

hemolytickd séra popi. plazma nejsou vysetrovana.

Uchovani
» vzorky jsou uchovavany pii teplot¢ +2°C — 8°C max. po dobu 7 dni, poté jsou
uchovavany 1 meésic pii teploté¢ -20°C - po tuto dobu je mozné si zazadat o dalsi Ci
dopliujici vySetieni.

» vzorky se nesmi opakovan¢ rozmrazovat.

Manipulace s materialem

Vzorky krve je tfeba dorucit do laboratofe tak, aby mohly byt zpracovany co nejdiive po
odbéru. Vzorky pro potiebu laboratorniho vySetfovani jsou pfijimany pracovniky na piijmu
biologického materialu, kteti byli nalezité pouceni o podminkdch piijmu, evidence v LIS,
oznaceni odbérovych zkumavek, ptipravy a skladovani vzorkl biologického materidlu ptred
laboratornim vysSetfenim. Podminky pfijmu a skladovani vzorkd definovany viz. BS3

Smérnice pro prijem primdrnich vzorkii.

Piistroje a pomiicky
» Automatické pipety
» Vortex V1
» Biosan Mini Rocker MR 1 — Dynex
» Dynablot, Dynablot Automatic

Cinidla a reagencie

Chemikalie a reagencie

Soupravy Anti-Borrelia EUROLINE-WB ( 1gG) + Anti-Borrelia EUROLINE-RN-
AT (IgG), Anti-Borrelia afzelii-WESTERNBLOT (IgM) + Anti- Borrelia
EUROLIEN-RN-AT (IgM)

> Destilovana voda

Spotrebni material

» Zkumavky plastové
Mikrozkumavky
Latexové rukavice

Kontejnery na infekéni odpad — malé

vV V V V

Kontejnery na infekéni odpad — velké (kos)
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» Stojanky
» Kadinky
> Spicky

Postupy kalibrace

Kalibrace se neprovadi

Pracovni postup

Analyza je provedena na piistrojich Dynablot, popt. Dynablot Automatic. Protokol je
oznacen datem analyzy a zkratkou vySetfeni ,,Borelia WB*. Vyhodnoceni je provadéno
automaticky v SW EUROL.ineScan.

Postupy Fizeni kvality

Soucasti kazdého WB-linedot je kontrolni pozitivni band. Pravidelnég je zafazovana firemni
pozitivni kontrola.

Externi kontrola kvality se zajidt'uje u¢asti v EHK (SZU).

Interference a zkriZené reakce

Kvalita pouZitych antigent (cely antigen, SDS extrakt v kombinaci s rekombinantnim
VISE) garantuje vysokou specifitu Westernblotu. Stanoveni zktizenych reakci neni u
EUROLINE Westernblotu nezbytné, protoZze u tohoto testu je moznd diferenciace mezi

specifickymi a nespecifickymi/zkiiZzené reagujicimi antigeny.

Vypocet a vyjadreni vysledkii
Vyhodnoceni se provadi v SW EUROLineScan, hodnoceni provadi odborny pracovnik.
V ptipadé pozitivni reakce (pfitomnost autoprotildtek ve vySetfovaném séru) se na misté
nanesené¢ho antigenu objevi barevny prouzek (band). Spravné provedeni inkubace je potvrzeno

ptitomnosti barevného kontrolniho prouzku (,,function control®).

Hodnoceni SW: 0 negativni
(+) hrani¢ni
+ slab¢€ pozitivni
++ pozitivni
+++ siln€ pozitivni

Z ptistroje je vytistén protokol s jednotlivymi stripy, ktery je prilozen k P/p protokolu
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tisténém z pocitacového programu OpenLims. P/p protokol obsahuje: nazev vySetfeni,
identifika¢ni kéd vzorku (laboratorni Cislo a jméno pacienta), datum analyzy, parafu
pracovnika, ktery vySetifeni provedl, parafu pracovnika, ktery vySetfeni hodnotil a dale
Cislo Sarze a expiraci pouzité diagnostické soupravy. Vysledky vysSetieni jsou zapsany do

pocitacového programu OpenLims.

Biologické referencni rozmezi

Negativni.

Varovné/kritické hodnoty
Nejsou.

Laboratorni protokol a interpretace vysledki

Konzultacni ¢innost laboratofe je provaddéna denné telefonicky laboranty a
vysokoskolskymi pracovniky, ktefi jsou kompetentni poskytnout informace. Zpusobili VS
pracovnici, tam kde to uznaji za vhodné, poskytuji informace k vysledkiim také formou
komentait, které jsou soucasti vysledkové zpravy. Turn around time (TAT, ¢as od pfijeti
vzorku po vytiSténi vysledku) je uveden v laboratorni ptiruc¢ce. Vysledky jsou uvoliiovany
kvalifikovanymi pracovniky viz. BS4 Smérnice pro vydavani vysledka.

IgM protilatky proti specifickym boreliovym antigenim jinym nez OspC nepotvrzuji
definitivné cerstvou boreliovou infekci.

Pii serologickém sledovani boreliové infekce poskytuje stanoveni protilatek ve tfidé IgM
casto nejasné vysledky. IgM protilatky mohou byt nalezeny roky po infekci nebo antibiotické
1écbé. Proto zjisteéni IgM protilatek nemusi nezbytné indikovat Cerstvou infekci. Negativni
IgM protilatky nevylucuji Cerstvou infekci. Pii druhé infekcei se vytvateji jen protilatky IgG a
nikoli IgM.

V pozdéjSim stadiu borelidzy pozitivni vysledek IgM neposkytuje doplitkovou informaci
vzhledem K perzistenci protilatek, jak bylo zminéno vySe. Vyskyt takovych fale$né
pozitivnich IgM protilatek vSak zlstava nejasny. Jsou pozorovany, napf. u inf.mononukle6zy,
herpetické infekce a rtiznych autoimunnich onemocnéni.

Pro diagnozu cerstvé boreliové infekce by mél byt pozitivni IgM vysledek konfirmovéan

pozitivnim IgG vysledkem opakovanym odbérem za 3—6 tydni pozdéji.

Preventivni bezpe¢nostni opatieni

Cinidla soupravy nejsou klasifikovana jako nebezpeéna. Je nutné dodrzovat obecné zasady
bezpegnosti prace podle CSN 01 8003, ale i zasady prace s biologickym materilem, ktery
muze byt zdrojem pienosu nékterych infekci. Zejména je tfeba zachovavat pravidla osobni

hygieny, pouzivat osobni ochranné pracovni prostiedky (odév, obuv apod.), pii praci nejist,

84



nepit a nekoufit. Po praci a pred jidlem omyt pokozku piedev§im rukou teplou vodou

a mydlem a oSetfit vhodnym reparacnim krémem.

Prvni pomoc
Pfi ndhodném poziti se vyplachnou usta a vypije se asi 1/2 litru vody, pii vniknuti do oka
provést rychly a dukladny vyplach proudem cisté vody. Pfi potiisnéni omyt pokozku teplou

vodou a mydlem. Ve vSech vaznych ptipadech poskozeni zdravi vyhledat Iékaiskou pomoc.

Likvidace odpadu

Na vSechny zpracované vzorky je nutné pohlizet jako na potencionalné infekéni a spolu
s ptipadnymi zbytky ¢inidel je likvidovat podle vlastnich internich ptedpist jako nebezpecny
odpad viz. BRI Provozni rad. Papirové a ostatni obaly se likviduji podle druhu materialu jako
ttidény odpad (papir, sklo, plasty).

Mozné zdroje variability

Odbérova faze, pipetovani, automatické zpracovani blott

Literatura
e Encyklopedie laboratorni mediciny pro klinickou praxi.
e Kolektiv autort. Preanalytickd faze.
e Pribalovy letak Soupravy Anti-Borrelia EUROLINE-WB ( IgG) + Anti-Borrelia
EUROLINE-RN-AT (1gG), Anti-Borrelia afzelii-WESTERNBLOT (IgM) + Anti-
Borrelia EUROLIEN-RN-AT (IgM)

e Votava, J. Lékarska mikrobiologie

Souvisejici dokumentace a prilohy
BR1 Provozni fad
BS3 Smérnice pro piijem primarnich vzorkl
BS4 Smérnice pro vydavani vysledkt
CES5/LKIS
BS11 Smérnice vnitini kontroly kvality
Manual ¢€.9 — Ptirucka pro obsluhu a tidrzbu Dynablot
Manuadl ¢. 10 — Servisni ptirucka pro Dynablot
Manual €. 16- Manual Dynablot |Automatic
Ptiloha ¢.1  Zkraceny postup Stanoveni protilatek pro boreliiim metodou Westernblot
Priloha ¢.2  Ptibalovy letak Soupravy Anti-Borrelia EUROLINE-WB ( 1gG) + Anti-
Borrelia EUROLINE-RN-AT (1gG), Anti-Borrelia afzelii-WESTERNBLOT
(IgM) + Anti- Borrelia EUROLIEN-RN-AT (IgM )
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Piiloha ¢.3  Sablony pro odegitani (CDO1/LKIS/E. 7)

Piiloha ¢.4  Listy kvality pfilozené ke kazdé nové Sarzi soupravy Anti-Borrelia
EUROLINE-RN-AT (IgG) + Anti- Borrelia EUROLIEN-RN-AT (IgM) -
(CDO1/LKIS/€.7)

Ptiloha ¢. 5 Srovnani stanoveni protilatek proti boreliim pomoci WB na pfistrojich

Dynablot

a Dynablot Automatic (Dynex) pomoci souprav Firmy Euroimmun Borelia WB
Ptiloha ¢. 6 Srovnani stanoveni protilatek proti boreliim pomoci WB na pfistrojich
Dynablot
Automatic (inv.¢.05-PT-015) a Dynablot Automatic (inv.¢.05-PT-040)
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11.4 Priloha 4

ZKkriaceny postup ke stanoveni protilatek proti boreliim ve tridé IgG a
IgM metodou WesternBlot

Souprava:  Euroline Soupravy Anti-Borrelia EUROLINE-WB ( 1gG) + Anti-Borrelia
EUROLINE-RN-AT (1gG), Anti-Borrelia afzelii-WESTERNBLOT (IgM) +
Anti- Borrelia EUROLIEN-RN-AT (IgM)

Cislo metody v LIS: 1049, 1050

UlozZeni setu, vzorkii:
souprava — uchovavame na suchém mist¢ v chladnicce pii teploté 2-8°C, po otevieni
Souprava vydrzi 2 mésice pfi teploté 2-8°C.
vzorky —  sérum, plasma (EDTA, heparin, citrat) pii teploté 2-8°C do 7 dni, pokud déle
vzorky zmrazime na -20°C.

Piiprava reagencii, firemnich kontrol a vzorki :

e vzorky a firemni pozitivni kontrolu fedime 1 : 51 tj. 30ul séra + 1,5 ml naf. universal
buffer.

e Universal buffer- fedime 10x (1 strip:.1,5ml universal buffer + 13,5ml destilované vody).
Timto roztokem fedime 1 vzorky, fedime tak asi na 100ml.

e konjugat - fedime 10x (1 strip: 150 pl konjugatu + 1,35 ml natedéného univerzéalniho
pufru).

e substrat je pfipraven k pouziti

Externi kontroly kvality: pravidelna ticast EHK Praha.

Pracovni postup :

Pted pouzitim nechdme vytemperovat reagencie na laboratorni teplotu. Vysetteni probiha
na blotovacim automatu Dynablot (program ¢.1):

Pti otevieni nové soupravy umistime do série interni kontrolu.

1. Testovaci prouzek vlozime do kanalku. Je pfidano 1,5 ml napt. univerzalniho pufru.
2. Inkubacel5 min.
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3. Odsati.

4. Aplikace 1,5 ml nafedéného séra (popi. firemni kontrolu), (mizeme provést i tak, ze
do kanalku dame 1,5 ml nafedénym Universal buffer a pak 30ul séra).
Inkubace 30 min.
Odsati.
Promyti 3x 5 min. nafedénym univerzalnim roztokem ( 1,5 ml univerz. pufru, 5 min
ttepani, odsati )

8. Aplikacel,5 ml nafedéné¢ho konjugatu,(lze provést i tak, ze do kanalku ddme 1,35 ml
sample buffer a 150ul konjugatu).

9. Inkubace 30 min.

10. Odsati.

11. Promyti 3x 5 min. promyvacim pufrem jako v bodé ¢.7.

12. Aplikace 1,5 ml substratu.

13. Inkubace 10 min (chranit pied svétlem).

14. Odsati.

15. Promyti 3x 1 min. destilovanou vodou.

16. Bloty nalepime na pfedtiSténou zelenou podlozku a ptedlozime k vyhodnoceni

odbornému pracovnikovi.

Nalepené bloty vyhodnocuje vysokoskolsky vzdélany odborny pracovnik pomoci scanneru
a programu SW EUROLineScan (hodnoceni 0 negativni ,(+) hrani¢ni, + slabé pozitivni,

++ pozitivni,+++ silné pozitivni).Tento program vyhodnoti kazdého pacienta zvlast.
Odborny pracovnik zkontroluje kazdého pacienta s ptilozenou Sablonou (dle dané Sarze), zda
scanner vyhodnotil spravné.

V ptipade, Ze je vSe v potfadku, pracovnik vytiskne souhrnny vypis vSech vysledkl blotl ,
ktery obsahuje Cislo pacienta, pfislusnou sérii Sablony a den odecitani. Takto vytisknuty
vysledek je poté pfilozen k laboratornimu protokolu. Laboratorni protokol je oznacen
jménem pracovnika zodpovédného za zpracovani, jménem odecitajiciho pracovnika, Sarzi a

exspiraci soupravy.

Vysledek je vydavan tisténou nebo elektronickou formou z LIS se jménem pracovnika

zodpovédného za kontrolu vSech vysledkl oddéleni imunologie a alergologie pfisluSného dne.

Validita reakce: zabarveni kontrolniho bandu na prouzku.
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11.5 Priloha 5.:
EUROLIineScan - vyhodnoceni

Strana1l
Protokol: 181215 Bor WB IgG,M Datum: 18.12. 2015
Operéator: DB Automatic Tisk: 18. 12. 2015
Pacient ID EUROLINE / Allergy / EUROASSAY Westernblot
& Test Zkratka Vysledky . Zkratka
Intenzita Vysledek Intenzita
Char Char
1 1512170039S Anl p17p19 p21 p25 p3p31 p39 p83 VISE
o o o ] o oo o o L]
i |
Borrelia IgG M i k L _ L [— _ ) sl -1,
Anl pi7 p19 p21 p25 p30 p31 p39 p83 VIsE
negativni [ 0 0 0 0 0 0 0 0 0
o [ o [ o o ) o o [
2 1512170040S Anl pi7pi®  p21  p25 pep31 039 p83 VIsE
o o o o + oo o o )
i |
Borrelia IgG oy siioEEs * [ — 1 _ Il [ ' !
Anl pi7 p18 p21 p25 p30 p31 p39 p83 VIsE
pozitivni [4] 0 0 0 86 12 Q 0 4] 22
o [ o o + [ ) [ 0 *+)
3 1512170197S Anl p17p18 p21  p25 p3p31 P39 p83 VisE
o + 0 o + o0 o o
i ] i | | [ | |
Borrelia IgG s 3 | - § - :
Anl p17 p19 p21 p25 p30 p31 p39 p83 VIsE
pozitivni 0 56 0 10 27 0 [ 0 0 115
Q + o 0 + o o o o o
4 15121702018 Anl p17p198 p21 p25 p3(p31 p39 p83 VIsE
o o o o o o o o o o
Borrelia 19G T i — Y e e | B X | e s Lo oozl ;
Anl pi7 p19 p21 p25 p30 p31 p39 pa3 VIsE
negativni 0 0 0 0 [1] 6 4 6 0 8
) ) o o [ [ o o o o
5 15121702465 Anl p17p19  p21  p25 p3p31 p39 P83 VIsE
o 9 o o oo o o g
Borrelia IgG i k l_lll . | | [ [ L e I 5 {, |
Anl p17 p19 p21 p25 p30 p31 p39 p83 VIsE
pozitivni 0 0 0 [ 7 0 157
o [ o [ [ +
6 151 21 703633 Anl p17p19 p21 p25 p3p31 VIsE
o + 0 o + +0 +
i g | | L |
Borrelia IgG 141018882029 Il. k2 1
Anl p17 p19 p21 p25 VIsE
pozitivni 0 56 0 0 116 42
[o] + fo] [o] % *
7 15121 704805 Anl p17p19 p21 p25 p3(p31 VIsE
o + o+ + + + 0 +
i | |
Borrelia lgG 514101888-2030 i Jl" ] | B
Anl p17 p19 p21 p25 VIsE
pozitivni 7] 204 120 82 103 204
o + - + + +
8 15121 706358 Anl p17p19 p21 ?2)5 ;23)})31 p83 VISE
-] o o o (+ +) + 52
Borrelia IgG T S14101888-2031 kf """"" % i T T i i J—'I Ei E " e — o
Anl p17 p19 p21 p25 p30 p31 p39 p83 VIsE
pozitivni ] 13 0 0o 24 18 48 5 12 145
0 o ° o (+) (+) + o o +
Et K IgMIgG [e] Os b 2
9 15121601428 i o T WO COmCES OwpRa pe pl YeRRD
BorrEL_IgM |
Bor-M/ 113-65
Et Ko IgM IgG OspC Bg | OspC Bb | OspC Ba p39 pé1 VIsE-Bb
pozitivni -1 113 78 -1 91 73 82 8 62 2
~ o * * (o] + +- + (o} (v} (v}
P 17p19 p21 p25 28 p30 p31 p35 3¢p41 3 0 p62 p75 83
ol r i A e R
-alzellg T S1405228A-32/88 h a3
. | Pos|p16 | p17 | p18 p21|p26 p28 |p30 p31|p35 p39 | pd1 pd3 | p50 p60 | p62 p75 | p83
pegativef @ T o6 ol0 0@ @06 g0 0|0 a6l B0
o o) [e] o) o o o o o [*] [o} o o 0 0 o 0 o
P 17p19 21 p25 28 p30p31 p35 p3spa1  p43 p60 p62 p75
1 1 151 21 7004OS :s pOpO po pO p* pO po o o o p: o pgo o o po pgs
B. afzelii IgM L | 1 [l JEal S 4 [ Y S | |
| S140522BA-32/89 l[
N Pos [ p16 | p17 | p19 p21 | p25_p28 | p30_p31 | p35 p39 [ p4d1 pd3 [ p50 p60 | p62 p75 | p8a
pozitivni G0 Fo | e 0|32 e @6 el o]0 oo ©lo
o 8 | o6 o o + o [ [ o o o o [ o o o )
P 17p19 21 p25 28 p30 p31 p35 3€p41 3 p50 0 75
ey r WP 3T i TLiTernu
nAelod $14052284.3270 |
. Pos | p16 | p17 | p19 p21 | p25 p28 | p30 p31 | p35 p39 | pd41 p43 | p50 p60 | p62 p75 | p83
negativni 0 [1] 0 0 0 []] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 [
o o | o o o g 0 o o [ o o o o o o o] o
13 1512170363S Pos ppi7pi8  p21 p25 P28 p30p31 p35 p36pd1  pd3p50 pe0 p62 p75
o oo o o + o o 0 o o o o o o o o
B. afzelii IgM | [ [ | 0 [ 1 I S | i
1 siaos228A3271 ||
. Pos | p16 | p17 | p19 p21 [ p25 p28 | p30 p31 | p35 p39 | pd1 p43 | p50 p60 | p62 p75 | p83
pozitivni 0 0o o] o 0 |85 0] 0 wl]o 0o 0 0 P @4 ofe
o o | o o o + 0 o [ o o o o o c | o o o
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11.6 Priloha 6.:

Pacient ID: 15121704808 Test: Borrelia EUROLINE-WB IgG
Vytvorit: 18.12. 2015 jamka: 7
Vysledky z: 18.12. 2015
o ur e et ]
S741018BB-2030 LA i T F
Antigen Intenzita Trida
VISE (VISE) 204 +
p 83 (p83) 156 +
~|p 39, BmpA (p39) 191 +
p 31, OspA (p31) 0| o
p 30 (p30) 159 +
p 25, OspC (p25) 103 +
p 21 (p21) 82 +
p 19 (p19) 120  +
p 17 (p17) 204 o+
Startovni linka (Anl) 0 o
Test Vysledek
Borrelia EUROLINE-WB IgG pozitivni

Podpis:
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11.7 Priloha 7:

Pacient ID: 1512170039S
Vytvorit: 18. 12. 2015
Vysledky z: 18.12. 2015

Test: Borrelia EUROLINE-WB IgG
jamka: 1

Anl pi7 p19

L L

$141018BB-2024

p21

P25

|~ SISO

30 p31 P39 ViSE

o

Antigen

Intenzita

Trida o (+) +

VISE (VISE)

o

p 83 (p83)

_|p 39, BmpA (p39)

p 31, OspA (p31)

p 30 (p30)

p 25, OspC (p25)

p 21 (p21)

P 19 (p19)

P17 (p17)

Startovni linka (Anl)

[=lE=1E=l1E=lE=1E=]1K=]1K=]1K=-1K=]

o|o|o|0o|O0|O0|O0|O|0O

Test

Vysledek

Borrelia EUROLINE-WB IgG

negativni

Podpis:
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