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Neprima diagnostika

Nepiim4 diagnostika LB je zaloZena na pritkazu Easnych (IgM) a pozdnich (IgG) imunoglobulini. Casné
protilatky se tvoif nejcastéji 3. az 6. tyden od pfisati klistéte, poté jejich hladina v krvi vétSinou klesd. U tfady
nemocnych s LB nejsou vSak IgM protilatky prokazatelné. Pozdni protilatky se tvoifi priblizné v 6. az 10.
tydnu od piisati kliStéte a mohou pretrvavat i fadu let po infekci. U koZnich forem LB erythema migrans
(EM) a borreliového lymfocytomu (BL) vSak tvorba ¢asnych i pozdnich protilatek mutize zcela chybét. U
pozdni klinické manifestace acrodermatitis chronica atropicans (ACA) jsou ve vétsiné piipadi ptfitomné 1gG
protilatky.

Sérologicka diagnostika LB spociva v dvoustupiiovém testovani. Prvnim krokem je vyhledavaci test, dnes
vétSinou enzymova nebo chemiluminiscencni imunoanalyza, dfive nepfima imunofluorescence. V pfipadé
pozitivniho ¢i hrani¢niho vysledku je potieba provést druhy konfirmaéni krok metodou Immunoblot ve
tiidach IgM a IgG. Jako vhodny materidl pro sérologickou diagnostiku je mozné vyuZit sérum, mozkomiSni
mok ¢i synovidlni tekutinu. Srazlivou krev je nutno dopravit do laboratofe do 72 hodin pfi teploté 2 az 8°C.
Sérum, likvor a synovidlni tekutinu do 5 dnt pri teploté 2 az 8°C. a pri delsim skladovani je tfeba vzorek
zamrazit na -20°C.

Limity sérologickych metod

Pfi hodnoceni laboratornich vysledki je nutno poéitat s tim, Ze aZ u desetiny procent zdravych osob v CR
prokdZeme piitomnost protilatek a to i vysokych titri. Vyska titru protilatek nezna¢i vaznost infekce.
Pozitivni sérologické vysledky pouze podpoii diagnézu a bez klinického obrazu LB je zjisfovani protilatek
bezvyznamné a neni ditvodem k 1é¢bé. U klinicky jasnych piipadti LB jako je EM a BL nejsou sérologicka
vySetfeni k zahdjeni 1écby potfebnd. Sérologické metody mohou byt faleSn€ negativni pii brzkém vySetien{
pacienty nebo u EM ¢&i ¢asné neuroborreliézy. V nékterych piipadech a pfi véasném podéni antibiotik miize
schazet sérokonverze a pozdni IgG protilatky se viibec nevytvofi. Protilatky mohou pretrvavat fadu let po
ndkaze, ale jejich pfitomnost neznadi pretrvavani infekce. Pfi hodnoceni vysledkd je také tfeba myslet na
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mozZnou zkfiZzenou reaktivitu testl s jinymi bakteriemi nebo fale$nou pozitivitu IgM protilatek pfi pozitivnim
revmatoidnim faktoru ¢i pfi jinych autoimunnich onemocnénich. Testy nejsou standardizovany a riizné
laboratofe mohou dojit u stejného vzorku k jinym vysledkdm.

Neprima imunofluorescence - IFA

V dnesni dobé¢ se jiz malo pouziva pro diagnostiku LB. Princip testu spociva v navdzani antiborreliovych
protilatek v séru pacienta na borrelie fixované na sklicku a v nasledném navazani fluorescencné znaceného
antiséra proti lidskému imunoglobulinu. Vizualizace testu se provadi pod fluorescen¢nim mikroskopem.
Vyhodou testu je zjistén{ titru protilatek. Nevyhodou metody je subjektivni hodnoceni, riizna reakce dle
genodruhu borrelie. Metoda je pracnd, ndkladnd a nelze ji automatizovat.

Enzymova imunoanalyza - ELISA, EIA

Principem testu je navazani hledané protilatky v séru pacienta na antigen, ktery je vdzan na dn€ jamky
mikrotitra¢ni desticky. Na antiborreliovou protilatku se pak vaze protilatka proti lidskému imunoglobulinu,
na kterou je navazany enzym. Ten pak St€pf substrat za vzniku barevného produktu. Vizualizace se provadi
spektrofotometricky. Na trhu je dnes mnohou souprav s celobunéénym lyzatem antigend nebo

s rekombinantnimi antigeny, ¢i kombinaci obou. Vyhodou metody je objektivni semikvantitativni hodnoceni

a moznd automatizace. Nevyhodou je moZna falesné pozitivita u autoimunnich chorob a zkiiZzena reakce
s jinymi mikroorganismy (EBV, CMV, Mykoplasma, Treponema).

Imunoblot - Western Blot (WB)

Imunoblot je technika pouZivana k detekci specificky protilatek v séru pacienta na antigeny vdzané na
nitrocelulosovou membranu. Na rozdil od ELISA testu je WB ¢asové naroc¢néjsi, drazsi a vyzaduje veétsi
mnozstvi vzorku. Vyhodou je vySsi senzitivita i specificita diky individudlnim antigendm. Dnes je na trhu
mnoho souprav vyuzivajici jak individualni antigeny po separaci na SDS-PAGE elektroforéze, tak i
rekombinantn{ antigeny. NejcastéjSimi antigeny v soupravach jsou OspC, p41 a p39 pro IgM a VISE, p83,
p41, p39, OspB, OspA, OspC, p58, BBK32 a DbpA pro IgG. Hodnoceni WB se 1i§i v Evropé a ve Spojenych
statech americkych (USA). Zatimco v Evropé k pozitivnimu vysledku IgM dostacuje pozitivni OspC antigen,
tak v USA je nutnd pozitivita alespoii dvou ze ti{ antigenti. Pro pozitivni IgG vysledek v Evropé dostacuji

dva pozitivni antigeny, v USA je potfeba pét pozitivnich antigent z deseti.

Vysoce imunogenni antigeny ¢asné infekce jsou zejména p41, OspC a p39. Antigen p41 (fla B - flagelin) je
kédovany na chromosomu a kvili zkiizené reaktivité se vyuziva interni fragment tohoto proteinu. Antigen
OspC (Outer Surface Protein C- vné€jsi povrchovy protein) je kédovany na plasmidu, je faktorem invazivity a
diseminace, md mnoho sérotypt a jeho expresi ovliviiuje teplota a pH. Antigen p39 (BmpA) je

glykosaminopeptidovy receptor, je exprimovan béhem rlistu borrelif a je faktorem virulence.

povrchové proteiny Osp A a OspB. Antigen VIsE (Variable major protein - Like Sequence) je povrchovym
proteinem s vysokou antigenni variabilitou. Lokus vls ma expresni misto visE a 15 spicich kazet mezi
kterymi miZe libovolné pfepinat. Antigen DbpA (Decorin Binding Protein- p17) ma vyrazny tkanovy
tropismus a jeho regulace je ovliviiovana teplotou 35°C. DbpA je antigenem konfirmujicim rozvinutou
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infekci. Rovnéz OspA a OspB je exprimovano s pozdni fazi lymeské borrelidzy.
MicroBlot Array (MBA)

MBA je novinkou v nepiimé diagnostice, vyuziva vyhod obou pfedchozich metod ELISA a WB. Vyhodou je
hodnoceni velkého mnoZstvi antigend v tripletech, vysoka citlivost a automatizace. Antigeny jsou stejné pro
IgM i IgG, nebof i antigeny ¢asné infekce mohou byt imunogenni ve tfidé IgG a naopak. Vyuziva se maly
objem vzorku. Dostupné komercni kity s individudlnimi rekombinantnimi antigeny ve spotech v tripletech na
nitroceluldsové membrané vyuzivaji barevnou reakci se subtratem jak tomu bylo v pfedchozich metodach.
Hodnoceni vysledki je semikvantitativni (intenzita spoti, index pozitivity) ¢i kvantitativni (hladina
protilatek). Nevyhodou je, Ze metoda neni standardizovana. Metoda vyuziva stejné antigeny jako u WB.
Navic se vyuzivaji antigeny p58 - OppA II (oligopeptidova permedza 2) membranovy transportér a marker
diseminované LB a NapA antigen - neutrofilni aktivacni protein A, rovnéZ marker pozdni LB.

Intratekalni syntéza specifickych protilatek IgG a IgM (dle Reibera)

Prikaz intratekalni syntézy borreliovych protilatek je jednou z nutny podminek pro stanoveni diagnézy
neuroborreliézy. Vypocet antibody indexu (Al) dle Reibera je pomér koncentrace specifickych protilatek

v likvoru a séru ve vztahu ke stavu hematolikvorové bariéry a koncentraci celkovych imunoglobulint

v likvoru a séru. Pokud je Al vyssi nez 1.5, hodnoti se jako pozitivni. Parové vzorky séra a likvoru mus{ byt
odebrany soucasné. V ¢asné fazi neuroborreliézy miize byt Al negativni a proto je potieba neopomenout i

M s

piimé metody PCR a kultivace, které mohou byt v této fazi prikaznéjsi.

Prima diagnostika

Prim4 diagnostika LB spociva v pfimém prikazu borrelif metodami mikroskopickymi, histologickymi ¢i
kultivaénimi nebo v priikazu nukleovych kyselin (DNA) molekularnimi metodami. Metody mikroskopické a
histologické jsou pouze doplitkové, nejsou standardizovany a jsou spiSe pouZivany pro vyzkumné ucely. Ve
svételném mikroskopu v temném poli tzv. Dark Field je mozné sledovat pouze velké mnoZstvi spirochét

v kulturach borrelif pfip. ve stfevé infikovaného klistéte. Pomoci elektronové mikroskopie Ize pro vyzkumné
ucely pozorovat spirochéty v mozkomiSnim moku pfi zna¢eni monoklondlni protildtkou. Histologické
metody jsou pouzivany pii potvrzeni suspektniho borreliového lymfocytomu ¢i ACA. Preparaty lez barvit

stiibfenim ¢i Giemsou.
Molekularni metody

Nejcastéji vyuzivanou molekularni metodou je polymerazova fetézova reakce (PCR). Metoda PCR mizZe byt
konven¢ni jednokrokova ¢i dvoukrokova (nested) s detekci na gelu nebo real-time PCR, kterd monitoruje
fluorescenci vyzafovanou v pribéhu reakce jako indikator tvoreného amplikonu v kazdém cyklu PCR.
Detekce fluorescence umoziiuje kvantifikaci v redlném cCase. Real-time PCR je moZny provést bud

s fluorescen¢nim barvivem vazajicim se na dvouretézcovou DNA (napi. SYBR Green) nebo za pouziti
fluorescencni sondy. Vhodnym materidlem pro pfimou diagnostiku je synovidlni tekutina, biopsie tkani ¢i
mozkomisni mok. Metody PCR je tfeba provadét nejlépe ihned po izolaci DNA nebo DNA zamrazit, nebot
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DNA borrelif je malo stabilni.

Pro izolaci nukleovych kyselin je dnes na trhu mnoho souprav af pro manudlnf (sikilagelové kolonky) ¢i
automatickou izolaci (magnetické Castice) jejichZ vyhodou je ¢istd DNA. Pro vyzkumné tcely je také mozné
pouzit levnou metodu fenol-chloroformové extrakce, kterd je vSak ¢asové narocnd a DNA takto ziskana neni
prilis kvalitni. PCR i real-time PCR kity pro detekci borrelii jsou nyni dostupné na trhu a to také s CE IVD.
RovnézZ je mozné pouZiti vlastni in house metody, kde si sami navrhneme primery ¢i sondy anebo pouZijeme
jiz diive otestované a publikované. NejCastéji pouzivané geny pro amplifikaci DNA borrelif jsou geny
chromosomadlni: 16S rRNA, spacer 55-23S rRNA, flaB, recA a p66 a geny plasmidové: ospA, ospC.

V pribéhu PCR reakce je nutné rovnéz pouZzivat interni kontroly b€hu PCR, nebof v klinickém materidlu jsou
ptitomné PCR inhibitory a mohou reakci zabranit. Senzitivita PCR se 1i$i u riznych diagnéz a materiéld,
nejvyssi je u lymeské artritidy ze synovidlni tekutiny cca 78%. Vysoka senzitivita je i u koZznich forem

z tkdnovych vzorkl: u EM 69% a u ACA 76%. Nizsi senzitivita je pak z mozkomi$niho moku 32% a nejnizsi
je zkrve 21%.

Kultivace

Kultivace borrelif je Casové a finan¢n€ narocna metoda. VyuZziva se pro vyzkumné tucely, nikoli pro rutinni
diagnostiku. Borrelie jsou nutri¢né€ narocné a kultivuji se ve specialnich tekutych médiich (MKP, BSK-H)

v mikroaerofilnich podminkdach pfi teploté 34°C. Usp&snd kultivace miiZe trvat 4 a7 12 tydnd, nebof borrelie
maji dlouho generacni dobu (7 az 20 hodin). BSK-H médium podporuje rychly pocateéni rist, ale pak
nasleduje deformace bunék a smrt. MKP medium se jevi vyhodnéjsi z hlediska tdspéSnosti miry izolace,
morfologie a pohyblivosti bunék. Vizualizace kultury béhem ristu se provadi mikroskopicky v temném poli
a rovnéz se uspésnost kultivace kontroluje pomoci PCR. Materidl vhodny pro kultivaci jsou biopsie tkini a

téIni tekutiny jako synovidlni tekutina, mozkomis$ni mok a krev.
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