STATNI ZDRAVOTNI USTAV

Diagnostika lymeské borreliézy v NRL LB

V laboratorni diagnostice lymeské borreliézy v akutni i pozdni (diseminované) fazi musi predchazet klinické
posouzeni. Vzhledem k problematice tohoto viceorganového onemocnéni se symptomy podobnymi jinym
nemocem je v nékterych piipadech laboratorni prikaz nepostradatelny.

1. Kultivace ve specialnim médiu

Borrelie jsou vysoce nutri¢né€ naro¢né, k ristu vyZaduji piidy obohacené o vitaminy, enzymy, ristové
faktory a esentidlni soli. BSK I(Barbour-Stoenner-Kelly) ptdu pfipravujeme z CMRL 1066 bez glutaminu
zfedéného 1: 9 vodou , kterd obsahuje dalsi slozky. Glutamin doddvame jako 200 mM roztok spolu s
peptonem, tryptonem, proteasou a N-acetyl-d-glukosaminem nutnym pro rist. Bézné kultivace z kliStat
provadime v BSK-H mediu (Sigma) doplnéném 6% krali¢im sérem. Generacni doba rtstu Borrelia ve
specidlnim BSK medium je 12 hod a rostouci populace je nesynchronni - obsahuje smés rtizné velkych,
starych a pteZiti schopnych jedincd, v€etné mladych cyst. Podobny riist Borrelia je v krvi pacientd v
riznych orgéanech (jatra, srdce, mozek)

Elektronmikroskopické zobrazeni cyst a mladych spirochet.

Prifez krevni cévou v jatrech, obsahuje erytrocyty a mezi nimi spirochety.

Riist mladé borrelie z cysty.

In vitro a in vivo podstupuji Borrelia pfi ristu mezidruhovy kompetentni boj tj. ze 2-3 patogennich druhi,
prenesenych vektorem, vyroste pouze jeden a to vétSinou fylogeneticky nejmladsi druh B. burgdorferi sensu
stricto, rozsifeny v USA, méné v Evropé€ a v Asii. Kultivace je tspésnd pii 34 °C za 6-14 dni v akutni fazi
infekce z kize pii erytému v 40-60 %, z krve v 15-22 % pfi opakovaném odebrani 10-15 ml krve, v 8-10 % z
likvoru a nebyla dosud dspésnd ze synovia a synovialni tekutiny.

Ve sbirce NRL je 31 kment 4 druhti z pacientd, nejCastéji B. garinii, nasledované B. afzelii, B. burgdorferi,
B. valaisiana, B. bissetti, B. miyamatoi a dalsi. Pti rGstu v teploté pod 30 oC dochazi v 9-10 pasazi u
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virulentnich kmenti k vymizeni povrchovych OspA a OspC proteinti a ke ztraté virulence.
Kultivace je jedinou metodou, kterd prokaze pritomnost Zivych borrelif ve vzorcich.
U 1éCenych pacientl je negativni, proto ji nelze pouZit jako kontrolu 1é¢by.

Metoda byla akreditovdna CIA pod ¢.1206.4 dle CSN EN ISO/IEC 17025 apod.¢.8002 dle CSN ISO 15189.

2. Isolace a incidence Borrelia v Ixodes ricinus

Ve sbirce NRL je 131 kmeni 8 druhti Borrelia isolovanych z klisfat . Vzacné dvojné nebo ojedinéle trojné
infekce byly zjistény pouze u kliStat a to t€ch druhti Borrelia, které jsou

spoleéné rezistentni k slozkdm krve (komplementu) uréitého hostitele (napf ptakt x hlodavcti). Ve slinnych
Zlazach Borrelia svléka z svého povrchového obalu vesikly s obsahem OspA antigenu, ktery prevlada na
povrchu borrelia ve stfevu klistéte. Borrelie jsou schopné piejit z klistéte do teplokrevného hostitele pouze
kdyZ vytvoii pod vlivem pfijimané krve v povrchovém obalu OspC antigen teplotniho Soku. Borrelie
nepripravené na zménu teplot a chemismus krve se méni v cysty nebo zahynou. Proces fidi regulacni gény
(BdR). Malé borrelie (velké 1-2 um) s poctem 1-4 bi¢ikl rostou z cyst aZ po vymizeni nevhodnych
podminek. Podobny proces probiha i v krvi pacient.

. (kliknutim obrazek zvétsite)
Pod vlivem antibiotik nebo bakteriocidnich protildtek se borrelie v krvi rozpadne na mnoZstvi vackd a cyst.

. (kliknutim obrazek zvétsite)

Elektronmikroskopicky snimek klistéte.

Sezénni vyskyt ukazuje béhem Sesti let maximum v jarnich mésicich.

Vysledky pozitivnich isolaci z klistat pomoci kultivace kolisaly v zavislosti na druhu Borrelia a na
infikovanosti hostiteld. Nejvice kmend bylo isolovano v r. 2004 a v r. 2006 (neukdzano).
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Nejcastéjsim isolatem byla B. garinii, nasledovand B. afzelii a méné kmeny B. burgdorferi s.s., které se 1i§{ v
4 nukleotidech od srovnavaciho kmene B31 z USA.

Vysetieni borrelif u riznych druhd zvitat v jarnich mésicich.

Nejvyssi promorenost klistat borreliemi (27 %) byla zjisSténa v r. 2006 ve stfedoceském kraji ( luzni lesy
Mlad4 Boleslav, Lysa nad Labem) a v moravskoslezském kraji ( Frydek Mistek, Novy Ji¢in).

Primérna infikovanost klistat v r. 2004 byla 12.8 %. Nejvice byla infikovana klisfata v stfedoCeském kraji
(27 %), v jihomoravském a moravskoslezském kraji (18-25 %). V r. 2006 byla prdmérnd infikovanost vyssi,
14.5 % s maximalni hodnotou v ¢ervenci, coz bylo zjisténo poprvé za 10 let. V predchozich letech byly dva
vrcholy, v jarnich mésicich vyssi a v podzimnich nizsi. Béhem teplého 1éta ( Cervenec-srpen) byly pouze
larvy klistat s minimdlni infikovanosti jak Bb tak HGA. Proto uddvany stupeinl 3 (meterologické hlaseni) je v
téchto mésicich

V NRL jsou vySetfovana reservodrova zvitata tj, ptaci a hlodavci. Promofenost v jarnich a podzimnich
meésicich v r. 2006 odpovidala infikovanosti klistat. Nejvice infikovani byli ptaci (kormoran, bazant, racek) a
prokazany byly Borrelia garinii, subtyp 3, 5 a 6. NejCastéji pfenaseny klistaty byl subtyp 5.

Dile byli v r. 2006-07 vysetfovani psi a dal$i domaci zvitata ( kravy, koné) na pfitomnost Borrelia a
Anaplasma sp. Psi byli vice infikovani A. phagocytophilum, méné B. garinii. Klisfata byla v r.2007
infikovéna borreliemi v 15.5 % a anaplasmou v 3,7 %.

3. Sérologické metody

V NRL v ELISA testech a ve Western blotech uZivame endemické antigeny B. garinii subtypy 5, 4. a B.
burgdorferi s.s., které byly nejcastéji u pacientt s neuroborreliézou, déle antigeny B. afzelii, které byly
isolovany z pacientil s koZnimi zménami (erytém a klistovy lymfocytom) po infestaci klistétem. Antigeny
jsou ziskany z celobunécnych kultur po kratké kultivaci, rozbiti metodou ultrazvuku a ¢isténi filtraci. Kmeny

borrelif se znacné 1isi v sloZeni a hmotnosti vnéjsich povrchovych antigenti (OspA,B, D, F, C, P14, MEP).

7 st

Pouze OspA a OspC antigeny maji bakteriocidni G¢inek.
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Kmeny borrelif izolované z mozkomi$niho moku a z krve s riiznym obsahem povrchovych antigenti.

Pod vlivem protilatek i v nevhodnych kultivaénich podminkach se Borrelia méni{ a rozpada na vesikly, které
pokryva pouze OspA, C a F protein a které obsahuji plasmidovou vybavu. Obrazek ukaze charakter téchto
vesiklu, které 1ze vyuzit k pfipravé Cistych pfirozenych, antigeni, na rozdil od syntetickych,
rekombinantnich, které se pfipravuji klonovanim.

Sérologické metody podporuji klinicka vysetieni a v piipadé IgM specifickych protilatek, verifikovanych
metodou WB umoziiuji 1€kaiim zahdjit 1é¢bu, i kdyz pacient nemél erytém (erythema migrans) po zdkusu
klistéte. Vysledky se uvadéji v hodnotach absorbance. Pro IgM protildtky v sérech je pozitivita nastavena
od 1000 a pro IgG protilatky od 900. Pfi interpretaci vysledku je tieba brat v ivahu pomalou tvorbu
protilatek v ¢asném stddiu onemocnéni, moznost ovlivnéni tvorby protilatek pfedchozim poddvanim
antibiotik, séro-negativitu u malého procenta nemocnych, moznost zkiiZzenych reakci u osob s jinym
onemocnénim. Vysledky je proto vZdy nutné srovnavat s klinickymi tddaji.

Klinické formy borrelidzy, které jsme potvrdili sérologicky se lisili procentudlnim zastoupenim v riznych
letech a v riznych krajich. Graf ukazuje incidenci v roce 2006.

Referenéni ¢innost v sérologii
Externi hodnocenf kvality (EHK)

Sérologicka laboratof ptipravuje vzorky sér pro vngjsi kontrolu kvality vySetfeni v rdimci EHK -
organizovaného SZU. Kazd4 série obsahuje 5 kontrolnich vzorkd sér. Hodnoti se antiborreliové protilatky
IgM i IgG soupravami ELISA. V soucasné dob€ pripravujeme vzorky pro 130 laboratoii. Kazda laborator
dostava vzorky A-E, které jsou individudlné ptecislovany v jiné odborné skupiné, kterd vzorky bali a
rozesila. Z kazdého vzorku uchazec¢ dostane 0.5 ml. Z toho je zfejmé , Ze Cisla 1-5 se pro jednotlivé uchazece
neshoduji z divodu opisovani vysledkd. Déle je zfejmé, Ze vysledky maji byt provedeny metodou ELISA a
mnozstvi 0.5 ml séra. Laborator vyhodnocuje vysledky,které NRL znd pouze pod Cisly, které jsou
publikovany v Casopise Zpravy Centra epidemiologie a mikrobiologie (viz.literatura).
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NepfFima sérologicka metoda IFA

Imunofluorescené¢ni vySetieni sér pacientt na protilatky proti Borrelia burgdorferi s.l. a Anaplasma
phagocytophilum

Prikaz IgG a IgM metodou nepiimé imunofluorescence IFA umoziuje zjistit rozdily v titrech protilatek
akutnich a kovalescentnich sér. Vysetfeni provadime pfi podezieni na akutni infekci pfed 1écbou a po 1€Cbé.
Prikaz protilatky IgG zjistuje moznost styku s patogenem, protilatky IgM prokazuji aktivn{ infekci.Vyhodou
imunofluorescenéni metody je moZnost prace s riznymi druhy a subtypy, které uchovdvame zmrazené a
pouzivame k pripravé skel pro fluorescenci. Dalsi vyhodou je rychlé zjisténi titru protilatek v sérech
fedénych geometrickou fadou, déle pfi pripravé EHK vzorki (externi hodnoceni kvality) a pro zjistén{
pozitivnich intraceluldrnich kultivaci. Nevyhodou je subjektivni hodnoceni fluorescence.

VySetfeni krevnich natéru pacientt na pritomnost Borrelia sp. a Anaplasma phagocytophilum.

Pomoci této metody stanovujeme pfitomnost patogend v periferni krvi zvitat a pacienti. Krevni natér
barvime pouzitim barviva Giemsa-Romanowski, které diferencuje jednotlivé krevni butiky. Nasledn€ se na
preparatu mikroskopicky vyhledavaji napt. moruly Anaplasma phagocytophilum ve vakuoldch neutrofilnich
leukocytii nebo spirochéty ve fibroblastech, monocytech a pod. Zjisténi pozitivniho vysledku se porovna

s imunofluorescencnim vysetfenim séra a klinickymi pfiznaky pacienta .

4. Pfimy prukaz Borrelia burgdorferi identifikaci specifické DNA v materialu

Zavedeni molekularné genetickych metod do diagnostiky ptivodcil infekénich nemoci v devadesatych letech
minulého stoleti zdsadnim zptisobem pomohlo i pfi prikazu pivodce lymeské borreliézy B. burgdorferi
sensu lato. Na rozdil od ostatnich bakteridlnich a virovych ptivodct je mnoZstvi organismt B. burgdorferi
s.l. v télnich tekutindch velmi malé (i pod 10 jedinct v 1 ml), coZ ptinasi potiZe v diagnostice. Pro svoji
citlivost je Casto vychodiskem v pifimé diagnostice imunoelektronova mikroskopie a prikaz specifické DNA

pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR).

Kolisani pozitivity DNA Borrelia burgdorferi s.1ato béhem kalenddiniho roku 2004

V soucasné dobé¢ je provadéno vySetfeni akreditovanou metodou (SOP-NRL/LB-01-01).
Certifikat 021/2002, lab. 1206.4, Czech Accreditation Institute Praha.

Kontrola kvality: Certifikat (T4764 z 4.5.2005) Institut f.Standarddisierung und Dokumentation im medizin.
Laboratorium, Instant e.V.Ringvrsuche, Dusseldorf.



STATNI ZDRAVOTNI USTAV

Genomova DNA

Genomova DNA ziskana pomoci komer¢niho kitu je smés nukleovych kyselin. V prvnim sledu se pouziva
primerti odvozenych z genu 16SrRNA nebo recA. Citlivost reakce pii pouZiti PCR s horkym startem a

s optimalizovanym teplotnim profilem reakce je 40-400 fg v 1 ml vzorku. Citlivost zavisi na mnoZzstvi
ptitomné hostitelské DNA, pfitomnosti inhibitorti reakce i na zptsobu odbéru a podminkach transportu

~soo2

vzorkd. Pfi reakci se pouziva kontrola citlivosti reakce, negativni kontrola ve formé lidské DNA bez
specifické sekvence a kontrola negativity fedidla pouZzitého pro piipravu mixu. Déle se pouZziva kontrola
pfitomnosti inhibitorl ve vzorku. Pfi pfipravé DNA se pouZiva cyklicky negativni a pozitivni kontrola

~soo2

pripravy DNA.Téz se pouziva kontrola specifi¢nosti reakce zatazenim DNA Escherichia coli.

Pozitivni genomova DNA sveédci pro ptitomnost spirochét v t€lnich tekutinich a tkanich (Zivych i mrtvych) a

je indikaci pro 1é¢bu. Genomova DNA je nalézdna ve vysSich koncentracich (silnéjsi reakce) u akutnich

stadif lymeské borrelidzy, ale slabsi je u chronickych forem onemocnéni. Nejéastéjsi prikaz je v synovidlni
tekutin€ a v kazi.

Plasmidova DNA

Plasmidova DNA Borrelia burgdorferi se 1isi v riiznych druzich, ale je 1épe identifikovatelna pro vyssi
koncentraci ve vzorcich (vétsi pocet plasmidu proti 1 kopii genomu). Problémem miZe byt vybér primerd a
piiprava plasmidové DNA. Pro nasi diagnostiku je vyznamny prikaz pfitomnosti DNA genu OspA nebo
OspC, ktery potvrzuje akutni infekci. U 1ééenych pacientl rychle mizi, u chronického onemocnéni vétsSinou
schézi. Identifikace OspB je citliva reakce pro ureni Borrelia burgdorferi sensu stricto i v pozdni fazi.

Urcéeni druht borrelii

Urceni genodruhi je vyznamné pfi studiu vztahu riznych druhi borrelif ke klinickym symptomtim. Priikaz
predilekéniho mista a tropismu borrelif k riznym tkdnim a miZe pomoc pfi odhaleni chronické borreliézy. U
pozitivnich vzorkd, které jsou archivovany (pfi - 800C) se ndsledné identifikuje genomospeciés pomoci
druhové specifickych primerd, pomoci OspA primerti a sekvenace a pomoci analyzy real-time PCR
(rt-PCR).
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Podle dlouhodobého rozboru priikazu specifické DNA (ze statisticky vyznamného poctu vzorkil ) je ziejmé,
7Ze procento vyskytu DNA Borrelia burgdorferi s.1. kolisd jak v jednotlivych letech, tak i v jednotlivych
mésicich kalendarniho roku.

Uziti LightCycler PCR v realném case

Tato metoda ndm umoziuje citlivé a specificky identifikovat DNA borrelii riznych druht ve velmi kratkém
Case za 30-40 min pfi pouZiti specifickych sond nebo TagMan sondy. Metoda je citliva pfi obsahu 0.42 pg
DNA/ ml nebo 450 fg ¢isté DNA kultury.

Pfi praci v uzavienych sklenénych kapilarach je zprostfedkovana rychla vymeéna teplot denaturace,
amplifikace a prodlouZeni. Sbér fluorescen¢né znacenych amplikonti probihd v intervalech 01 az 02 Co/
sec. Méreni amplifikacni kiivky podle teploty tani napf. genu rec A umoZni rozlisit B. garinii od B. afzelii
béhem 40 min u 30 vzorkut. Uziti TagMan OspA a 16S-23S sondy umozni rozlisit vzacnéji se vyskytujici B.
valaisiana, B. bissetti a dalSich .

Nevyhodou PCR v realném case je vysoka naro¢nost na dovednosti experimentatora, ¢istota vzorkd, véetné
Cistoty izolované DNA.

Doporucent je uzivat kity od firmy , ktera pfistroj vyvinula, uZivat primery s nizkym bodem tan{ a o malém
obsahu G, Cistit vzorky pred uZzitim jako pro sekvenace (Beckman kity).

Amplifikacni kiivka nested 16S méfend dosaZzend méfenim teploty tani ze vzorkd pacientti a referen¢nich
kmend.

Prikaz DNA borrelie u pacienti pomoci real-time PCR.

Doporuceni pro PCR:

e V akutni fazi spirochetémie,bez 1écby.

e V aktivni fazi diseminované infekce (tj.pfi kulminaci suspektnich ptiznakii)

¢ Krev pro PCR a EIM nesrazlivou,nejlépe citritovou, EDTA,minimdlné¢ 3 ml plasmy.

e Mok bez aditiv, nejméné 1 ml, nezmrazZeny

e Tkan ve sterilnim fyziol.roztoku tkan cca 2x2 mm z vice loZisek.

® Moc nevySetfujeme pro inhibitory a kontaminaci bakteriemi.

e Materidl dodavat vidy chlazeny / ne zmraZeny!/, do 48 hodin do laboratofe.

e Malo materidlu, sérum,materidl zmraZeny a starsi neZ 48 hodin jsou vhodné.

e Materiél od chronickych pacientu je problematicky,/vliv 1é¢by, protildatek nepfitomnost genomové



DNA atd., je mozno zkoumat v EIM/
® Materidl pro PCR musi byt odebran do samostatné zkumavky, oznacen a doprovdzen samostatnou
Zadankou. Vysledek je k dispozici maximdalné do 14 dni.

e Materidl je zpracovavan ihned pri dodani odpondéli do stiedy , material dodavany vdal§im dnu
tydne je pred izolaci DNA koncentrovdn .Materidl obdrzeny vpatek po 12 hodiné je obtizné
standardné zpracovavan.

¢ Vypliiujte Citelné Zadanky,uvadéjte vSechny néleZitosti, pisté druh vySetfovaného materidlu a fadné
oznacujte zkumavky, uvadéjte Citelné 1ékafe a adresu kam ma byt vysledek zaslan.

e Veskery materidl je vySetfovan pro retrospektivni studii, proto je vhodné uvadét jeden zhlavnich

symptomui.
Dalsi podrobnosti o0 metodé se miiZete dozveédét na této adrese:

http://www.oeghmp.at/eucalb/

Vysetieni klistat, ktera sala na pacientech.

Klisfata, jsou vySetiovana na pfitomnost borrelii v jejich t€lnim obsahu v temném poli svételného
mikroskopu. Klistata musi byt pfed vysetfenim z t€la hostitele odstranéna pouze mechanickou cestou. To
znamend vytocenim pomoci navlhéeného smotku vaty ¢i pomoci pinzety bez pouziti chemikalii. Nasledné se
umisti spolu se stéblem travy i listem, pro udrzeni vlhkosti, do uzaviratelné nadobky a pfinesou do NRL pro
LB. Zde jsou Ziva klistata v zapéti vySetfena. Ranka v pokozZce se vydezinfikuje jodovou tinkturou ¢i jinou
dezinfekci. Obecné plati, Ze ¢im je délka prisati kliStéte na téle kratsi, tim je riziko ndkazy lymeskou
borreliozou mensi. Bylo prokazano, Ze borrelie prodélavaji ve stievé klistéte pii styku s krvi teplokrevného
hostitele vyvoj. Méni se imunologicky, geneticky i morfologicky.

5. Védecko-vyzkumna ¢innost

Sbér klistat pro zjisténi promofenosti borreliézou ve stredoéeském kraji.

Pomoci metody smykéni jsou v terénu sbirdna kliStata vSech vyvojovych stadii. Pro zjiSténi aktudlni
promofienosti jsou mikroskopicky, kultiva¢né i pomoci PCR vySetfovédna na pfitomnost borrelii. Vysledné
procento pozitivnich klistat v daném kraji je zaneseno do celostitni mapy promotenosti borreliemi.

Chov klistat - Ixodes ricinus - v laboratornich podminkach.

Prevazné pro interni vyzkumné tcely NRL pro LB jsou v laboratornich podminkach chovédna vSechna
vyvojova stadia klistéte Ixodes ricinus. Jsou krmena na zvifecim modelu a uchovédvana ve sterilnim prostiedi.
Klistata prokazatelné nejsou nakazena patogeny Borrelia sp. ani Anaplasma phagocytophila.
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Infikace laboratornich zvifat borreliemi.

Na laboratornich mysich(SPF i konvenc¢nich) je zkoumdn pienos borrelif pfisatim potencidlné nakazenych
klistat z riznych endemickych oblasti lymeské borreliozy. Laboratorni SPF mysi jsou injikovany subkutanné
a intramuskuldrné virulentnimi kmeny borrelii. Nasledné se nakaza zjistuje pomoci pfimych i nepfimych
diagnostickych metod. Pfenos borreliové infekce z nakaZenych mysi na klistata z chovu.

Infikace chovnych nymf klistat pomoci kapilar pfispélo ke studiu u¢inku vakciny pfi chellange infekci.

Imunofluorescencni vySetieni sér zvitat na protilatky proti Anaplasma phagocytophilum a Borrelia
burgdorferi

Pomoci neptimé imunofluorescence se zjisfuje ndkaza zvitat, hlavné psi, koni, mysi a lovné zvéfe patogeny
Anaplasma phagocytophilum a Borrelia burgdorferi. Jednd se o prikaz protilatek IgG v krevnim séru
zvitecich darct. Pouzitim screeningového fedéni konjugatu se urcuje intenzita infekce.

Expertizni ¢innost v sérologii

Testovani ELISA souprav

Pro tuzemské dodavatele ELISA souprav k detekci IgG a IgM antiborreliovych protildtek sérologicka
laboratot testuje tyto soupravy. KaZzdoro¢né se otestuje kolem 13 souprav vyrobce TEST-LINE, Clinical
Diagnostics,spol.s.r.o. Brno.s riznymi antigeny: B.garinii, B.afzelii, B.recombinant, B.b.sensu lato,
B.b.sensu stricto. Byly testovdny i soupravy Euroimmun, Virion rekombinantni Bag, Invitrogen, DAKO ,
Viramed , Biowestern a dalsi. VZdy bylo prokdzano, Ze ¢im vyS3{ je sensitivita, tim niZs{ je specificita. Pfi
hodnoceni souprav jsou vyuZivédna referenéni séra NRL, WHO a CDCP s jasnym stanovenim kliniky
pacientd. VSechna séra jsou Cisténa centrifugaci a filtry Milipore.

VysSetiovani sér krevnich darct

Testem ELISA jsou sledovany protilatky proti borréliim u krevnich darct z oblasti Mladd Boleslav
kaZdoro¢né v obdobf jara a podzimu. V této endemické oblasti lymeské borrelidzy je zjiSténo vysoké
procento promoienosti klistat borréliemi. Vysledky vysetieni sér krevnich dércd jsou porovnavany

s vySetfovanymi pacienty.
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Testovani setu Quick ELISA C 6 borrelia kit

Pouziti celobunéénych sonifikovanych antigen B.burgdorferi mtize vést k faleSné pozitivnim vysledktim. Ty
mohou byt zptisobeny zkiiZenou reakci. C6 ELISA uziva peptid VIsE. Je to zevni povrchovy lipoprotein,
ktery ma hlavni vyznam v imunitni odpovédi proti LB. Tento santeticky peptid nebo rekombinantn{ antigen
je vhodnym markrem pro laboratorni diagnostiku ¢asné i pozdni IgG imunitni odpovédi a ma vysokou
senzitivitu a specifitu. Zkousime vlastnosti genu pro VISE u riznych kmend hyperimunnim krali¢im sérem.

Konfirmaéni a vyzkumna metoda imunosorbentni elektronové mikroskopie

Metoda je vyuzivana k rychlé a vysoce specifické detekci borrelii nebo jejich zbytkt v tkanovych tekutinach
pacientl a k vyzkumu struktury izolovanych kment a jejich povrchovych antigenti

Metoda imunocytochemie
Metoda je uzivana ke studii pritomnosti borrelii v riznych tkdnich pacientd a zvitat, v€etné klisfat
Tyto metody a jejich referencni a vyzkumné vyuZiti jsou soucdsti prace jiné skupiny a NRL pro pifimou

detekci borrelii, bakterii, virti a cizorodych bun€k pomoci elektronové mikroskopie, v jejichZ naplni budou
podrobnosti uvedeny.
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