Laborator

Lymskej



K pochopeniu zmyslu indikacie laboratornej diagnostiky
borelidzy v oftalmoldgii moze priviest poznanie:

» etiologie choroby (etiol. agens, vektory prenosu, medzihostitelia)
* Prejavov a povodu neliecenych priznakov Lymskej choroby

* moznosti liecby Lymskej choroby

* anamnézy pacienta (cielena a komplexna) a dalej

* erudicia oftalmoldga pri ocnom vysetrovani, ale aj v posudzovani a
vyhodnocovani protokolov zo sérologickych vysetreni na infekéné
agens

* interaktivne laboratoria na zakladné i Specializované mikrobiologické
vysetrenia

e kvalifikovana vzajomna komunikacia lekarov so zodpovednymi
laborantmi



Dria 30.7.2009 nadobudlo podpisom ministra zdravotnictva ucinnost
Odborné usmernenie MZ SR o standardizacii mikrobiologickej
diagnostiky lymskej boreliézy (vestnik MZ SR 2009 str.201-202).

,Zakladnym vysetrenim pri podozreni na ocnu formu boreliozy je
paralelné stanovenie protilatok IgM a IgG v sére ( bud EIA, ELISA test,
alebo test nepriamej imunofluorescencie) a v materiali z oka (stanovenie
intraokularnej tvorby Specifickych protilatok.)

Vysledok sa v pripade potreby spresni imunoblotovym testom.”



Ciele odborného usmernenia MZ SR o standardizacii
mikrobiologickej diagnostiky LB

su definované nasledovne:

» standardizacia mikrobiologickych diagnostickych metod LB

 skvalitnenie a reprodukovatelnost vysledkov
mikrobiologického vysetrenia

 dostupnost mikrobiologickej diagnostiky LB
 podmienky pre opakovanie vysetreni LB

Splnit tieto ciele v pripade takto nastavenej o¢nej diagnostiky boreliézy
podla Vyhlasky MZ z roku 2009 je naozaj tazké.



Lymska choroba

ochorenie, ktoré je sposobené bakterialnou infekciou v tele cloveka

1883- prvu neznamu formu atrofie koze popisal v Eurdpe uz
Buchvald

1910 Arvid Afzelius popisal erytema chronicum migrans

1941 Bannwarth publikoval o chronickej lymfocytarnej meningitide
so zapalmi, polyneuritidou a reumatizmom

1978 - mesto Lyme, Connecticut, USA miesto hramadného vyskytu
pripadu nezndmeho pdvodcu zapalového ochorenia kibov najma u
deti

* 1982 entomoldég Dr. Willy Burgdorfer objavil dlho hladaného
povodcu ochorenia, klieStom prendsanu baktériu, ktoru
pomenovali podla neho ako Borrelia burgdorferi



Borrelia burgdorferi -je gramnegativna 7-9 bicCikata Spiralovita baktéria z
rodu spirochét (leptospira, treponéma ) dizky 4-30um, 0.2um hruba, s
dlhym rozmnozovacim cyklom 12-17 hodin. V krvi mobilna a mnoziaca sa
spirochéta existuje i v spheroplastickej L-forme a vo forme cyst vo vnutri
tkanivovych buniek. V tychto formach je tazko detegovatelnd protilatkami
imunitného systému pre casté zmeny svojho antigénneho povrchu a
necitliva na beznu ATB liecbu

Elektronmikroskopické
zobrazenie cyst

) , ) Rast mladej borrelie z cysty
a mladych spirochét



Vektorom prenosu infekcie je najéastejSie kliest Ixodes ricinus. Existuje v
podobe larvy, nymfy a dospelého jedinca - samicky a samceka.
NajcastejSim pripadom ustipnutia je prave mala nymfa, nasledne samicka,
ktora vSak byva Castejsie infikovana. Kazda z tychto foriem potrebuje sat
krv z medzihostitela na vyzivu, rast a samicka na obnovu reprodukcie pri
kladeni vajicok.

-borélie sa nasli napr. i v tele komarov, ovadov i blch.

-do tela ¢loveka sa dostavaju pri ustipnuti, bud priamo slinami kliesta,
predtym sa mnozia v jeho traviacom trakte, alebo z jeho vykalov, ak sa
infikuje poranena koza cloveka.

cm



Medzihostitelmi su vacSinou drobné hlodavce, zajace, mysi, vevericky,
ale aj psy a vtaky prenasajuce kliestov, ktori predtym nasali krv s
pritomnostou borélii najma z vysokej lesnej zveri, ale aj konf,
hovadzieho dobytka.




Lymska borelidza
sa nelieCena stava postupne progredujucim roznorodo penetrujucim
multisystémovym ochorenim, ktoré postihuje viaceré organy a tkaniva
(mozog, koza, klby, srdce, oko ,oblicky, pecen, GIT, lymfatické uzliny, krvné
cievy atd)
Prejavuje sa celym radom casto nespecifickych symptomov. U nemalej
Casti infikovanych os6b méze mat asymptomaticky priebeh.

Prierez krvnou cievou v peceni
obsahuje erytrocyty a medzi nimi spirochéty



Inkubacna doba Lymskej choroby a jej prvé priznaky sa
prejavuju obvykle za 7-14 dni po infikovanom
ustipnuti. Rozmanitost je velka. Mo6ze byt i kratSia, Ci
vyrazne dlhSia, mesiace, i roky.

Zavisi to od:

-virulencie baktérie (od antigénej vybavy daného kmena)
-imunitného stavu infikovaného organizmu

-v€asnosti nasadenia ATB pri primoinfekcii

-spravneho vyberu ,ev. kombinacie ATB

-dostatocnej dizky podavania ATB

-dostatoCnej davky ATB

-poznania a lieCby reinfekcie v priebehu zivota

-od stupna infekcie pozit. matiek pri transplacentarnom prenose
na plod

-vzacne pri hand to hand transfuzii od pozit. darcu



Klinické prejavy infekcie baktériou Borelia burgdorferi
sensu lato

1. Vcasna lokalizovana infekcia sa prejavuje typickym erytema
migrans (EM), ktory sa vSak asi v 40 % nemusi vyskytnut.
Ochorenie prebieha pod obrazom virozy so subfebriliami,
bolestou hlavy, svetloplachostou , bolestami svalov a Unavovym
syndromom. Vo vzorkach z biopsie koze z EM su pritomné
spirochéty. EM je signal k okamzitej liecbe bez sérologického
vysSetrenia. Po ustipnuti a neskorSom odstraneni kliesta ako 24
hod., aj ked nebol EM pritomny, treba nasledne sérolégiu po 3-4
tyzdnoch pre istotu urobit!



2. Vcéasna diseminovana infekcia -za priaznivych okolnosti
pre infekciu po viac nez 3-4 mesiacoch baktéria prenika
do koznych lymfocytov (Langerhansove bb), tie opustaju
kozu a putuju do nasledne zdurenych regionalnych
lymfatickych uzlin a odtial do krvi. Tu sa daju opat
sérologicky z krvi eventualne liquoru zachytit
protilatky.

Infekcia moZe postupovat pozdiz nervovych vldkien do
mozgu a krvné Sirenie obist. K priznakom z prvého
Stddia sa mozu pridat i poruchy srdcového rytmu, akutne
neurologické priznaky ako mono i biparéza tvarového
nervu, asepticka meningitida, lahka encefalitida s
poruchami pamati, spanku a psychiky. Z ocnych
priznakov su to scleritida, keratitida, uveitida, vitritida,
retinitida, neuritida.



3. Neskora perzistentna infekcia - po mesiacoch az
rokoch mozu vzniknut u niektorych pacientov zavaziné
aj mnohopocetné chronické symptomy poskodenia
mozgu, nervového systému, psychiky, kibov, najviac
kolennych a srdca. Z ocnych priznakov moéze byt
chronickym zapalom navodena ischemicka atrofia
zrakoveho nervu, perzistujuca progredujuca
chorioretinitida.

Samostatnym prejavom borelidzy je acrodermatitis
chronica atrophicans.

Zakladné sérologické vysetrenia si nevyhnutné,
Specialne vysSetrenia casto nutné.



Laboratdrne vysetrenia vyuzivané v oftalmolagii na

dokaz boreliozy
I. Zakladné mikrobiologické vysetrenie
a. ELISA test - enzymova imunoanalyza
b) Western Blot - Imunoblot
Il. Nadstavbové (Specializované) mikrobiologické vysetrenie:

a) dokaz pritomnosti Specifickych sekvencii boreliéznej DNA v
bioptickych vzorkach z biologického materialu oka (PCR-
polymerazova retazova reakcia)

b) genotypizacia izolatov Borrelia burgdorferi sensu lato
(sekvenacia, druhovo-specifické primery a pod.),

c) izolacia, kultivacia a identifikacia izolatov Borrelia burgdorferi
sensu lato z klinickych vzoriek.



ELISA test (Enzyme-linked immunosorbent assay)
je zakladnym doporucenym testom laboratéornej diagnostiky, je
rychly, lacnejsi, no menej presny (ccab0%). Odcitava sa vizualne,
je viac subjektivny.
Presnejsi je, ak pozostava z rekombinantnych antigénov. Vtedy
ma menej falosne pozitivnych antigénov so skrizenymi reakciami
s inymi baktériami. Kvoli nim ma ale vysoko nastavené
referencné hodnoty. Je preto menej citlivy, t.j. faloSne negativny,
lebo nezachyti niektoré Specifické boréliové antigény.
Vysledky sa udavaju v relativnych jednotkdach RU/ml, alebo v
tzv.indexe.



Western Blot — Imunoblot

- u nas je zatial urceny az na konfirmaciu pozitivnych Elisa
testov. V pripade hranicnych nalezov Elisa testu mozno pri
pretrvavajuciach klinickych priznakoch poziadat laboratdérium
o ich opakovanie po 3mesiacoch.

Testuje sa:

Borrelia burgdorferi sensu lato (s endemickymi antigénmi
IgM, I1gG):

-Borelia burgdorferi s.l. (najviac s afinitou ku kibom a oku)
-Borelia garini (s afinitou k nervovému tkanivu a oku)

-Borelia afzelii (s afinitou ku koZznym ochoreniam)



Western Blot Borrelia B. sensu lato IgM, IgG
sluzi na hladanie protilatok z jednotlivych casti tela borélii vo
vysetrovanom sére a svedci o existencii a intenzite vyskytu
jednotlivych casti baktérii v danom sére.
Jednotkou hmotnosti protilatok je kilodalton (kDa). Oznacuje
mikroskopicki hmotnost jednotlivych protilatok od 0 do 100.

Protilatky zo séra pacienta sa naviazu strip ( gélovy pruzok
obsahujuci viaceré z antigénov borélie) a utvoria s nimi
komplex. Komplex sa naskenuje a automaticky pristrojom,
alebo vizualne vyhodnocuje.
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Kmene borrélii izolované z mozgomieSneho moku a z krvi s r6znym obsahom
povrchovych antigénov

Podla intenzity Specifickych linii pruzku kompexu Ag - Ab a jeho
miery vyznamu antigennej specificity sa posudzuje vysledok ako
negativna, hranicna, alebo pozitivnya linia.



IgM protilatky sa tvoria vo vcasnej faze akutnej
infekcie, ale byvaju pritomné aj pocas akutne
exacerbovanej chronickej infekcie .

K vysoko Specifickym protilatkam patria:

Povrchova bielkovina OspC -25kDa, je vysoko specificky antigénom,
borélie ju zaénu vytvarat na svojom povrchu okamzite po vniknuti do
f'udského tela, aby se tak branili pred utokom imunitného systému.
Protilatky proti OspC su preto imunodominantnym znakom vcasnej
odpovede IgM

VIsE - marker 3. stadia povazovany za jasnu znamku vcasnej infekcie,
tvori sa najma v IgM. — zmiesSany vysoko Specificky antigén, ktory
vytvaraju borélie len v fludskom tele, ale jeho pozitivha pritomnost v
IgG je aj markerom 3.pozdného stadia infekcie

Osp A=30kDa
Osp B=34kDa
18 kDa, 19 kDa, 39kDa






IgG protilatky su neskorsou imunitnou fazou odpovede
pri véasnej disseminovanej infekcii, ale svedciaaj o
pretrvavani chronickej infekcie

VIskE - marker 3. stadia zmieSany vysoko Specificky antigén, ktory
vytvaraju borélie len v ludskom tele, jeho pozitivha pritomnost aj v IgG
je markerom 3.pozdného stadia infekcie

Osp A=30kDa
Osp B=34kDa
18 kDa, 19 kDa, 39kDa

83 kD - vysoko sSpecificky, geneticky materidl membranovych vezikul,
93 kD - oba tieto antigény su oznacované tiez ako p100, protilatky proti
nemu su typické pre neskoru, chronicku infekciu (p100 je oficialne
oznaceny ako "marker 3. Stadia boreliozy")



Vysledny protokol z Borelia garini IgG






Zaver:

V nasSej onej ambulancii sme dali vysetrit oboma zdkladnymi
metdédami (Elisa, WB) cca 60 pacientov s pozit. anamnézou
ustipnutia klieStom a inym hmyzom. Ti, ktori mali celkové
subjektivne problémy i nalez zapadajuci do priznakov vcCasnej
diseminovanej, Ci chronickej perzistujucej formy a ocny nalez,
mali vo vacsej miere pozitivitu vo Western Blote, najma v triede
lgG, nez v testoch Elisa.

KedZe je Western Blot metodou neinvazivnou, citlivejSou a
zachytava v pripade pozitivity vysokospecifické boréliové
antigény, mal by byt cestou prvej volby laboratérneho
screeningu v ocnej diagnostike Lymskej choroby.






