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SOUHRN

Laboratorni diagnostika infekci prenasenych klistaty predstavuje zavazny, ve své podstaté interdisciplinarni problém, Uzce spjaty
nejen s pokrokem v oblasti molekuldrné-biologickych metod, ale i se zménami v ekosystémech a biodiverzité, vyvolanymi klimatic-
kymi a antropogennimi vlivy. Tyto faktory zasadné ovlivAuji epidemiologickou situaci jak celosvétové, tak i v Ceské republice, kde
v poslednich letech pozorujeme vyrazny ndrlst incidence zavaznych infekci pfendsenych klistaty. Sou¢asné diagnostické pristupy
kombinuji nepiimé sérologické metody (napf. ELISA, Western blot, imunofluorescencni testy) s pfimymi molekularnimi pfistupy,
jako jsou PCR a RT-PCR. Volba vhodné metody je zavisla na klinické fazi onemocnéni, dobé odbéru, stejné jako typu biologického
materialu. Nedostatec¢na citlivost v ¢asnych fazich infekce a nevhodné nacasovani odbéru mohou vést k faleSné negativnim vysled-
kaim. Navzdory dostupnosti Siroké skaly laboratornich nastrojl zlistava podil nediagnostikovanych pfipadd vysoky, coz komplikuje
nejen rozhodovani klinického lékare a lécbu, ale i hodnoceni skute¢ného vyskytu téchto infekci a pldnovani cilenych epidemiolo-
gickych opatfeni.
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ABSTRACT
Macuchova B, Bostikova V., Bilkova Frankova H.: Serious tick-borne infections - considering the
strengths and weaknesses of currently used laboratory diagnostic methods

The laboratory diagnosis of tick-borne infections is a major interdisciplinary issue, closely linked not only to advances in molecu-
lar biological methods but also to changes in ecosystems and biodiversity caused by climatic and anthropogenic factors. These
factors significantly influence the epidemiological situation both globally and in the Czech Republic, where a marked increase in
the incidence of serious tick-borne infections has been observed in recent years. Current diagnostic approaches combine indirect
serological methods (e.g., ELISA, Western blot, and immunofluorescence assays) with direct molecular techniques such as PCR
and RT-PCR. The choice of an appropriate method depends on the clinical stage of the disease, timing of sample collection, and
the type of biological material used. Insufficient sensitivity in the early phases of infection and poorly timed sampling can lead to
false-negative results. Despite the availability of a wide range of laboratory tools, the proportion of undiagnosed cases remains
high, complicating not only clinical decision-making and treatment but also the assessment of the true prevalence of these infec-
tions and the planning of targeted epidemiological measures.
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uvoD geografické rozsifeni a populaéni hustota jsou neustéle
na vzestupu, a to i v regionech, kde pro né dfive nebyly

Onemocnéni prenasené vektory (napt. klistata, pisec- vhodné piirodni a podnebni podminky. Klistata pre-
né blechy, tropické invazivni druhy komart) zpUsobuji naseji jak bakteriadlni, tak virova, ale i parazitarni one-
az 17 % lidskych infekénich chorob. Klistata jsou ce- mocnéni. Casto jsou prenasedi vice infekci zaroven [2].
losvétové vysoce vyznamnymi prenasedi [1, 2]. Jejich K infekci viry dochdzi jiz par hodin po pfisati klistéte,

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie 2026, ro¢. 75, ¢. 2

SOUHRNNE SDELENI

89



SOUHRNNE SDELEN/

90

zatimco bakteridlni a parazitarni infekce potiebuiji k in-
fekci pravdépodobné i nékolik dni [3].

Existuji dva druhy pfenosu infekce. Prvni horizontal-
ni, kdy dochazi k pfenosu mezi klistétem a hostitelem.
Pokud je hostitel rezervoarem nakazy, znamena to, ze
je schopen tolerovat vysoké koncentrace patogenu,
aniz by u néj nemoc propukla. Tato schopnost je kritic-
ka pro udrzeni ndkazy v populaci klistat.

Druhym typem pfenosu je prenos vertikalni, ode-
hravajici se mezi jednotlivymi vyvojovymi stadii klis-
téte (z larvy na nymfu, z nymfy na dospélého jedince)
(obr. 1.). Vertikalni pfenos je dlilezity pro oblasti s mir-
nym klimatem, kdy v zimnich mésicich prezivé patogen
v klistatech, kterd v danou dobu nevyhledavaji hosti-
tele. Specidlnim druhem vertikélniho pfenosu je tran-
sovarialni prenos ze samice na vajicko. Je vzacny a bez
existence rezervodrovych organismu by nezajistil Siteni
patogent v populaci [1].

Télo klistéte se sklada ze tii ¢asti - hlavové (gnatho-
soma), téla (idiosoma) a nohou. Hlavovou ¢&ast tvori
chelicery, coz jsou péarova klepitka slouzici k naruseni
klze hostitele, a chobltek (hypostom) se zakfivenymi
vybézky pro usnadnéni spojeni parazita s pokozkou

hostitele. Pfedni ¢ast (podosoma) téla nese 4 péry
koncetin. Na prvnim paru je umistén HallerGv organ,
senzoricky aparat pro detekci vydechovaného, oxidu
uhlicitého (CO,), pach, teploty a dalsich externich fak-
tor(l. S pomoci tohoto organu klisté vyhledavé vhod-
ného hostitele. Pfed zacatkem séani krve hostitele (kr-
meni) narusi klisté pomoci chelicer jeho kizi, a to az ke
svrchnim ¢astem skary (dermis), kde se zachyti pomoci
hackd umisténych na hypostomu. Krev hostitele plni
poskozenou oblast tkané a vytvaii tak rezervoar potra-
vy pro klisté [4].

Klistata z celedi Ixodidae upeviuji své spojeni s hos-
titelem béhem prvnich 24 hodin po pfisati pomoci ad-
hezivni tekutiny, kterd tvrdne jako biologické lepidlo.
Uskutec¢néni tohoto kroku nésledné velmi ztéZuje od-
stranéni klistéte. Pro Uspésné sani je dale dulezité na-
ruseni srazlivych mechanismu hostitelské krve, udrzeni
toku krve, minimalizace bolesti a odpovédi imunitniho
systému hostitele. Tyto funkce zprostredkovévaji sliny
slozené z proteinQ blokujici srazeni krve, shlukovani
krevnich desticek, sekreci histaminu a zanétlivou od-
povéd hostitele. Sliny také chrani patogeny pred roze-
znanim hostitelskym organismem [4, 5].
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EPIDEMIOLOGIE INFEKCNICH CHOROB
PRENASENYCH KLISTATY

Na uzemi Ceské republiky jsou nej¢asté&ji prenaseny-
mi patogeny bakterie Borrelia burgdorferi sensu lato,
plvodci onemocnéni lymeska boreliéza. V Ceské re-
publice je kazdoro¢né nakazeno nékolik tisic jedinc(.
Mezi lety 2015-2024 se za obdobi leden az prosinec
pohybovaly po¢ty nemocnych mezi 2 831-4 694 [6].

Pocty osob nakazenych klistovou encefalitidou
v Ceské republice jsou nizsi. Ve stejném ¢asovém ob-
dobi, tj. mezi lety 2015-2024, dosahly hodnot 355-774.
Klistova encefalitida je velice zavazna a zpusobuje cas-
to dozivotni nasledky [6].

Mezi dal3i zoondzy prenasené klistaty v CR patti ehr-
lichiéza a anaplasmoza, které jsou v epidemiologic-
kych tabulkach SZU registrovany spole¢né (kéd A79.8).
V roce 2015-2024 bylo v Ceské republice hlaseno 2-11
pfipadli ro¢né (incidence < 0,1/100 000) [6].

V ramci Evropské unie (EU) a Evropského hospodai-
ského prostoru (EHP) byla v roce 2022 incidence lymes-
ké boreliozy odhadnuta na 22,5 ptipadu na 100 000
obyvatel, pficemz nejvyssi vyskyt byl zaznamendn
v Litvé, Slovinsku, Estonsku, Rakousku a Ceské republi-
ce.V piipadé klistové encefalitidy bylo v roce 2022 v EU
a EHP hlaseno celkem 2 541 potvrzenych ptipadd, s nej-
vyssi incidenci v Ceské republice (7,1 pfipad/100 000
obyvatel), nasledovanou Litvou (6,4 pfipad(i/100 000
obyvatel) a Slovinskem (5,8 pfipad(/100 000 obyva-
tel). Tato data potvrzuji vyznamny zdravotnicky dopad
obou nemoci v regionu stfedni a severovychodni Evro-
py a poukazuji na nutnost ucinné prevence a sledovani
vyskytu téchto onemocnéni [7].

LYMESKA BORELIOZA

Lymeskd boreliéza (LB) je onemocnéni zpUsobené
komplexem bakterii Borrelia burgdorferi s. |. z kmene
spirochét. Tyto bakterie maji spirdlovy tvar, jsou pohyb-
livé, gramnegativni a mikroaerofilni.

Ve studiich zabyvajicich se problematikou nakaz pre-
nasenych klistaty v Evropé jsou popisovany klinické pfi-
znaky boreliézy jiz od roku 1910, ale jako samostatné
klinické onemocnéni byla infekce popsana az v roce
1975, po nélezu klastru déti s artritidou ve mésté Old
Lyme, Connecticut, USA [8,9]. V 80. letech minulého
stoleti byla B. burgdorferi s. |. poprvé Uspésné vykulti-
vovana z klistat a klinickych vzork( pacientt s LB [10].

LB je nejrozsitenéjsi infekci pfenasenou klistaty na se-
verni polokouli v mirném klimatickém pasu. V Evropé
je hlavnim vektorem Ixodes ricinus (I. ricinus) [11]. Pod
komplexem B. burgdorferi s. |. se skryva 20 rGznych, ale
geneticky blizce ptibuznych genotypt bakterii. Nejcas-
t&jsimi plvodci LB v Evropé jsou B. garinii a B. afzelii, za-
timco v USA je to B. burgdorferi sensu stricto. Nékteré
genotypy jsou nepatogenni, jiné zplUsobuji LB s odlis-
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nymi klinickymi ptiznaky (B. valaisiana, B. bissetti). Dalsi
druhy borelii, B. miyamotoi a B. lonestari, zpasobuiji tpl-
né jiny typ onemocnéni, kterym je navratnd horecka
(Relapsing fever) [12, 13].

Klisté se obvykle stane vektorem borelii ve stadiu
larvy nebo nymfy, kdy saje krev z drobnych hlodavci
a ptakd. Dospéla klistata se zaméfuji hlavné na vétsi
savce, jako jsou jeleni nebo dobytek. Bakterie se usa-
zuje ve stievé klistéte a po prisati na dalsSiho hostitele
se presouvaji do slinnych zlaz. Tento presun trva 36-48
hodin, takze riziko infekce klesa, pokud je klisté od-
stranéno do 24 hodin [14]. Neplati to vsak obecné pro
vsechny borelie. U B. afzelii byl popsan prenos borelie
regurgitaci z traviciho traktu klistéte na k{zi hostitele
[15].

Prvni faze LB je charakterizovdna lokalizovanou in-
fekci, druha diseminovanou a treti predstavuje perzis-
tentni nebo pozdni infekci.

V prvni fazi jsou klinické projevy viditelné na kazi. Po
zhruba 7-14 dnech se na téle hostitele vytvoii jedna i
vice lezi (erythema migrans), a to v misté kousnuti klis-
tétem. Léze se nemusi objevit ve vsech pfipadech a jeji
nepfitomnost nevylucuje infekci. Vzacnéjsim piiznakem
je boreliovy lymfocytom, tj. modro cerveny tumorovy
utvar lokalizovany nejcastéji na usnim boltci nebo prsni
bradavce [11,14].V této fazi onemocnéni pacient obvyk-
le dobfe reaguje na oralni antibiotika jako je doxycyklin,
penicilin V, amoxicilin, cefuroxim-axetil nebo azitromy-
cin [16,17]. Naopak v pfipadé nelé¢eni mize po néko-
lika tydnech az mésicich dojit k zdvaznému poskozeni
kloubll a vzniku lymeské artritidy. Neurologické proje-
vy nemoci jsou Siroké, od lokalizované meningitidy po
encefalopatii a poskozeni kranialnich nervi vedouci
k paralyze obli¢ejovych sval(l. Bannwarth(v syndrom je
zavazna forma neuroboreliézy pfi které borelie postih-
ne nervovy systém a projevuje se silnou bolesti hlavy
a koten( nerv(, parestezii a obrnou nékterych svald. Di-
seminujici faze je typicka rozvojem myokarditidy, even-
tudlné acrodermatitis chronica atrophicans [14, 171.

Ve tieti, pozdni fazi (mésice az roky po infekci), do-
chazi k chronickému postizeni kloub (prevazné kolen-
nich), nervového systému nebo kiize. Diagnostika je
v této fazi obtiznd, protoze se pfiznaky podobaji jinym
chronickym onemocnénim (napf. revmatoidni artritida,
roztrousend skleréza, chronicky unavovy syndrom) [11,
18].

Laboratorni diagnostika LB

Klinické ptiznaky musi byt potvrzeny laboratorni-
mi testy. Mezi tzv. pfimé metody fadime mikroskopii
(v temném poli, ve fazovém kontrastu) a metody po-
lymerazové fetézové reakce (PCR). Z dlvodu nizkého
poctu spirochét ve vzorcich jsou tyto metody limitova-
né a nepiili§ senzitivni. K nepfimym metodam radime
prikaz specifickych IgG a IgM protilatek pomoci imu-
nofluorescen¢nianalyzy (IFA), enzymatické imuno-ana-
lyzy (ELISA) nebo Western blotu.
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V Zévislosti na zvolené metodé priikazu je vhodnym
vzorkem krev, mozkomisni mok, punktat zkloubtl nebo
biopsie kaze [14].

Pfi podezieni na borelidzu by mély byt vzorky krve
odebirany jesté pred zahdjenim antibiotické terapie.
Pro kultivaci je vhodné odebirat krev do zkumavek s ci-
tradtem nebo heparinem, pro molekularni diagnostiku
PCR do EDTA zkumavek s kyselinou ethylendiaminte-
traoctovou. Pokud neni provedena PCR do 24 hodin od
odbéru, mél by byt vzorek zamrazen na -20 °C.

Biopsie kize jsou také cenny material pro kultivaci,
imunohistochemické vysetreni nebo PCR [16].

Mikroskopické metody je mozné vyuzit na vysetieni
krve a biopsii, ale z divodu nizkého poctu mikroorga-
nismU ve vzorcich nejsou pfilis vyuzivany. | v ptipadé,
Ze je mikroskopické vy3etfeni negativni neni mozné
vyloucit onemocnéni LB.

Kultivace B. burgdorferi s. |. je obtizna a Gspésna pou-
ze v 45-50 % pripadu. Bakterie preferuji riist v teploté
30-33 °C v mikroaerofilnim prostredi v modifikovaném
Barbour-Stoenner-Kelly médiu. Uspé$nost kultivace se
zvysuje s poctem a kvalitou odebranych biopsii.

PCR metoda je vyhodna pfi podezieni na lymeskou
artritidu, kdy je senzitivita metody pfi detekci bakterii
ze synovialni tekutiny az 75 % [16]. V mozkomisnim
moku je Uspésnost detekce pouze 38 % [16]. K Uspésné
detekci dochazi v piipadé rané neuroboreliézy u poz-
déjsich stadii citlivost klesa. Nevyhodou je také ne-
schopnost metody rozlisit mezi Zivymi a mrtvymi pa-
togeny po antibiotické 1é¢bé, miize tak dojit k falesné
pozitivnim vysledkim [16].

Kvali limitdm pfimych metod prikazu je ¢astéjsi po-
uziti sérologickych metod. V pfipadé sérologického vy-
Setfeni se doporucuje odebrat vzorek krve v rané fazi
onemocnéni a opakovat za 2 tydny. Protilatky se tvofi
az po 2-3 tydnech od infekce, proto mohou byt vysled-
ky z ¢asného odbéru falesné negativni [16, 19].

Stiediska pro kontrolu a prevenci nemoci (CDC) v At-
lanté, USA doporucuji pouziti dvoustupriového testo-
vani, kdy je pro detekci protilatek na B. burgdorferi s. .
nejdfive pouzita citlivd enzymova (ELISA) nebo chemi-
luminiscen¢ni imunoanalyza (CLIA) s naslednou kon-
firmaci pozitivnich nebo hrani¢nich vzorkd metodami
immunoblotingu (Western blot, dot blot, MicroArray
blot).

Obé tyto metody (ELISA, CLIA) jsou vyuzivané v dia-
gnostickych laboratofich, jelikoz se daji pIné automa-
tizovat, jsou vysoce senzitivni a vysledky jsou kvantifi-
kovatelné. Diagnosticka senzitivita takto postavenych
testd je az 99% [16]. Spravny vybér imobilizovaného
antigenu zvysuje citlivost testu. Od dfive pouzivanych
celobunécnych lyzath se v soucasnosti preslo k vice
specifickym rekombinantnim proteindm a peptiddm.
Oblibenym antigenem je lipoprotein s variabilnimi
proteinovymi Useky na povrchu VISE a jeho 3esty neva-
riabilni region C6. Tyto antigeny jsou vysoce konzervo-
vané a silné imunogenni.

Dulezité je neopomijet fakt, kdy se mohou vyskyt-
nout faleSné pozitivni vysledky, a to u nakazy jinym
druhem spirochét (Treponema pallidum), autoimunit-
nich onemocnéni (revmatoidni artritida, lupus), mo-
nonukledzy a pfiusnic. Je proto doporucovana konfir-
mace pozitivniho ELISA testu pomoci druhého testu na
bazi imunoblotu. Tim pfedchazime falesné pozitivnim
vysledkim.

Podobné jako pfri ELISA testu jsou v imunoblotu de-
tekovany protilatky proti B. burgdorferis. |., s tim rozdi-
lem, Ze antigeny jsou zndmé a imobilizované napf. na
nitrocelul6zové membrané. Na antigeny se vazou pro-
tilatky ze séra a komplex je nasledné oznacen konjuga-
tem druhé protilatky a enzymu vytvaérejici modry pro-
dukt se substratem v promyvacim roztoku. Vysledek je
povazovan za pozitivni, pokud je intenzita zabarveni
prouzku stejnd nebo vétsi nez u kontrolniho prouzku.
Protilatky IgM se objevuiji jako prvni a jsou zpravidla za-
méfeny na nejvice imunogenni struktury. Pozitivni vy-
sledek imunoblotu je vyhodnocen podle poctu pozitiv-
nich reakci na membrané (obvykle alespon 2 reaktivni
antigeny). Antigeny jsou rozdéleny podle molekulové
hmotnosti a kazdy reprezentuje proteiny nebo peptidy
borelii. V pfipadé mensiho poctu pozitivnich prouzk
neni mozné vysledek interpretovat jako pozitivni, pro-
toze protilatky mohou reagovat zkiizené. Napfiklad 41
kDa protein pro flagelin je reaktivnii s protilatkami pro-
ti bicikdim jinych druht bakterii [14, 16].

V rutinnim laboratornim provozu se provadi diagnos-
tika pomoci imunoblotu na klasické nitrocelul6zové
membrané s imobilizovanymi rekombinantnimi anti-
geny nebo napf. ve formé mikroarray testu (TestLine
MicroblotArray [20]), kde jsou antigeny v tripletu imo-
bilizovany na dné jamek. Test je dodavan ve formatu
96jamkové desticky. Vyhoda mikroarray testu spociva
ve vétsim poctu antigenl na mensim formdtu testu
a v mensim objemu vzorku, coz ma vyhodu zejména
u zpracovani mozkomisniho moku [20].

Kromé mozkomiSniho moku je také mozné vysetieni
séra nebo punktatu z kloub(. Mikroarraye pro detekci
protilatek tfidy IgG a IgM se témér nelisi. Rozdil je pou-
ze v antigenech TpN17 (antigen Treponema pallidum)
a VCA-p18 (antigen viru EBV). Oba antigeny slouzZi pro
mozné vylouceni zkfizené reaktivity, ackoliv je diky
vysoké specifité antigen velmi ojedinéld. V téchto
diagnostickych kitech jsou pfitomny také antigeny pro
urceni pfitomnosti protilatek proti bakterii Anaplasma
phagocytophilum zpUsobujici lidskou granulocytarni
anaplazmézu. A to proto, ze mlze dojit ke spole¢né
infekci s boreliemi. Vyhodnoceni probiha pomoci ¢tec-
ky, ur¢ené k odecitani pozitivnich spotl v jednotlivych
jamkach desticky, kde kazdda jamka slouzi pro analyzu
jednoho vzorku. Komplex antigen-protilatka je vizua-
lizovan pomoci reakce alkalické fosfatazy a 5-bromo-
-4-chloro-3-indolylfosfatu s nitrotetrazolium modfFi
(BCIP/NBT) za tvorby barevného precipitatu. Kazdy
spot obsahuje sérii ¢tyf kalibratord, aby byla mozna
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také kvantifikace protilatek. Pro boreliové IgG je sté-
Zejni pozitivita u antigenu VIsE (obr. 2., obr. 3.) v kom-
binaci s dalsimi antigeny. Pro boreliové IgM je stézejni
pozitivita antigenu OspC, neni viak nezbytna pro urce-
ni pozitivity testu.

Snimek pfed analyzou:

Analyzovany snimek:

Obr. 2. Analyza vzorku séra pacienta 4363 na Microblot-Array
Borrelia IgG; pozitivni antigen VIsE, p83 a p17

(foto B. Mactichovd, viastni fotografie, Laboratore AGEL a.s.)
Figure 2. Analysis of a serum sample from patient 4363 using
the Microblot-Array Borrelia IgG; positive for VISE, p83, and
p17 antigens
(photo by B. Mactichovd, original photograph, AGEL Laboratories, Inc.)

Snimek pfed analyzou: Analyzovany snimek:

Obr. 3. Analyza vzorku likvoru pacienta 4363 na Microblot-Array
Borrelia IgG; pozitivni antigen VIsE a p17

(foto B. Mactichovd, viastni fotografie, Laboratore AGEL a.s.)
Figure 3. Analysis of a cerebrospinal fluid sample from pa-
tient 4363 using the Microblot-Array Borrelia IgG; positive for
VIsE and p17 antigens
(photo by B. Mactichovd, original photograph, AGEL Laboratories, Inc.)

VIsE jsou variabilni povrchové exponované lipopro-
teiny odpovédné za ochranu pfed imunitnim systé-
mem. Diky rekombinaci geni ma protein VIsE variabilni
povrchové epitopy a je jednim z hlavnich antigent bo-
relii. Je také schopen kryt jiné antigenni struktury pred
protilatkami [21].

OspC je povrchovy protein, jehoz produkce je indu-
kovéna v travicim traktu klistéte po zahajeni krmeni na
hostiteli. Je dulezity v pocatecnich fazich infekce a chra-
ni borelie pred proteiny komplementu v krvi. Je dob-
rym antigenem a také kandidatem pro tvorbu vakciny
proti boreliéze, ale ma vysokou mezidruhovou variabi-
litu u borelii jinych druhd i mezi kmeny stejného druhu,
jeho ochranné vlastnosti by tedy byly omezené [22].
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Diagnostika neuroboreliézy se provadi pomoci pra-
kazu pfitomnosti protilatek v séru a mozkomisnimu
moku pacienta a stanovenim tzv. intratekalni syntézy
imunoglobulind dle Reibera. Je nutné odlisit protilat-
ky pochazejici z krve od intratekalné syntetizovanych
B lymfocytl v centrdlni nervové soustavé (CNS) [18].
Oba vzorky se odebiraji soucasné a z hodnot specific-
kych a celkovych protilatek v séru a likvoru a ve vztahu
k hodnoté albuminu v séru a v likvoru se vypocita tzv.
Antibody index:

196G _ IgGCSF/Ig Gsérum
index —

AleSF/Albsérum
IgG,,; = specifické imunoglobuliny v likvoru,
I9G,, ., = specifické imunoglobuliny v séru,

Alb . = albumin v likvoru, Alb_, = albumin v séru

sérum

Vypocitana hodnota imunoglobulinového a albumi-
nového kvocientu je nasledné vynesena do Reiberova
diagramu, dle kterého je zjistén plvod imunoglobu-
linG a urceno poruseni hematolikvorové bariéry [23].
Albumin je vyhradné syntetizovan v jatrech, jeho pu-
vod je tedy vzdy ,krevni” a jeho pfitomnost v likvoru
je znakem poruseni hematolikvorové bariéry. | pres
vysokou senzitivitu a specificitu sérologickych testl
maji tyto detekéni metody nevyhodu diagnostického
okna v prvnich tydnech onemocnéni, kdy se protilatky
vytvareji, stejné jako jejich mozné dlouhé pretrvavani
(i nékolik mésicu) [11, 14, 17]. Totéz plati pro Antibody
index, ktery zUstava pozitivni dlouhodobé (mésice az
Iéta) obzvlasté pro IgG.

Jako slibny marker rané neuroborelidzy se jevi che-
mokin CXCL13, ktery zajistuje chemotaxi B-bunék a je
exprimovan v sekundarnich lymfoidnich orgénech
tedy i v centralni nervové soustavé (CNS). Vysoce zvy-
send exprese toho chemokinu byla pozorovana zejmé-
na u neuroborelidzy, a je mozné ho detekovat jesté
pred intratekdlni syntézou protildtek. Jeho hladina se
obvykle normalizuje do nékolika mésicti od ukonceni
rané faze infekce. Vzhledem k tomu, Ze nejsou pevné
stanovené cut-off hodnoty, je nutné, aby si je laborato-
fe provadéjici vysetfeni CXCL13 nastavily dle vlastnich
méfeni. Cut-off hodnoty nejsou stanoveny kvali meto-
dologické variabilité, rozdildm mezi pacienty, vlivim
jinych onemocnéni a chybéjici standardizaci testova-
ni. Neexistuje mezinarodné schvéleny standard a neni
urceno, kterd jednotka, metoda méreni a podminky
méfeni by mély byt zavazné [24, 25]. Vétsina laboratofi
pouziva jednotky pg/ml a jako cut-off hodnotu pouzi-
vaji 100 pg/ml, kterd znaci podezieni na neuroborelié-
zu [26].

Pro sledovani imunitni odpovédi na infekci borelié-
zou je také mozné vyuzit test LymeSpot, kde jsou pa-
cientovy T-lymfocyty inkubovany s antigeny borelii a je
detekovana produkce interleukinu 2 a interferonu-y
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pomoci fluorescencné znacenych protilatek. T-lymfo-
cyty produkujici oba cytokiny jsou jiz transformova-
né, pamétové burky, zatimco T-lymfocyty produkujici
pouze interferon znaci probihajici infekci [27].

v

KLISTOVA ENCEFALITIDA

Dalsim vyznamnym onemocnénim prendsenym
klistaty je klistovéa encefalitida, zplsobend RNA virem
z rodu Flaviviridae. Infekce se projevuje formou lehké-
ho, stfedniho nebo zavazného pribéhu s dlouhodo-
bym neurologickym poskozenim.

Virus je obalen dvouvrstvou fosfolipidovou mem-
branou a obsahuje nukleokapsidu s jednovlaknovou
RNA s pozitivni orientaci. Genom viru (11 kb) kéduje
7 nestrukturdlnich proteind pro komplement vazajici
antigen, dvé serinové proteazy, RNA dependentni RNA
polymerazu a proteiny replika¢niho komplexu [28].

Onemocnéni bylo poprvé popsano v Rakousku roku
1931 jako meningitida s nezndmou etiologii [29]. Sa-
motny virus byl popsan pak o nékolik let pozdéji v Rus-
ku. Onemocnéni bylo nazvano ruska jaro-letni encefa-
litida [30].

Clovék se nakazi po pfisati klistéte nebo pozitim ne-
pasterizovaného mléka nakazeného skotu ¢i koz. Byly
popsany také pripady onemocnéni po transplantaci
organl od nakazeného darce [31].

V Evropé je hlavnim vektorem onemocnéni /. ricinus,
rozsiteny od Irska po zapadni Ural a od Svédska po
severni Afriku. Pro dalsi dva subtypy je typickym vek-
torem |I. persulcatus. Rezervoarem jsou savci, domaci
zvifata i ptdci. Klistata se nakazi sanim krve od infiko-
vaného hostitele, kterému cirkuluje v krvi dostate¢né
mnozstvi virovych partikuli. Stejné jako v pfipadé, ze
se na jednom hostiteli krmi kli$té nakazené spolu s ne-

nakazenym. Probiha také transtadidlni pfenos mezi jed-
notlivymi stadii klistéte [11].

Jsou popsany tii hlavni subtypy viru klistové ence-
falitidy: zapadoevropsky, sibifsky a Dalného vychodu.
Zépadoevropsky subtyp zplsobuje u 10 % nakazenych
neurologické nasledky a pozorujeme u néj 2% mortali-
tu. Sibifsky subtyp je typicky delSim priibéhem infekce
nez ostatni dva subtypy. V pfipadé encefalitidy Dalného
vychodu je nejvy3si pravdépodobnost neurologickych
postizeni (az 60 %) a 20% mortalita [32].

Evropska klistova encefalitida ma dvoufazovy pra-
béh. Jako prvni nastava obdobi viremie, které trva né-
kolik dni a je charakterizovéano chfipkovymi ptiznaky.
U &asti nakazenych muze probéhnout pouze prvni faze,
bez rozvoje faze neurologické. Po odeznéni pfiznakli se
pacient zdanlivé zotavuje. V druhé fazi virus pronika do
CNS. Projevem infekce je vysoka horecka, bolest hla-
vy, maldtnost a zvraceni. Neurologické pfiznaky se lisi
podle zasazené &asti nervové soustavy. Patfi mezi né
svétloplachost a tuhnuti Sije (v pfipadé meningitidy),
naopak nejsou typické poruchy védomi. Ty jsou ob-
vyklé u vzacnéji se vyskytujici encefalomyelitidy, spolu
s ataxii, poruchami feci, mimovolnymi pohyby oblice-
jovych svalli a mentaInimi poruchami. U déti je obvykly
asymptomaticky pribéh infekce, zatimco starsi popu-
lace je nachylnéjsi k zdvaznému prabéhu s trvalymi na-
sledky po onemocnéni [33].

Specificka l1écba klistové encefalitidy neexistuje. O to
vice je dllezitd diagnostika umoznujici odliseni od
ostatnich agens zpuUsobujicich zanéty CNS, které mo-
hou mit specifickou Ié¢bu. Virus mlze byt detekovan
pomoci PCR s reverzni transkripci (RT-PCR) v krvi i li-
kvoru, ale pouze béhem viremické faze pred projevem
neurologickych symptom. Proto neni hlavni diagnos-
tickou metodou. Ve vzacnych pripadech se podafi virus
zachytit (obr. 4.).

Obr. 4. Pozitivni pacientsky vzorek na klistovou encefalitidu

TBEV - tick borne encephalitis virus, IC - interni kontrola PCR reakce

Figure 4. A patient sample positive for tick-borne encephalitis
TBEV - tick-borne encephalitis virus, IC - PCR internal control
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' . . . Anaplasma Unkn 3845 N/A
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(foto B. Mactchovd, viastni fotografie, Laboratore AGEL a.s.)

(photo by B. Macuchovd, original photograph, AGEL Laboratories, Inc.).
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Prikladem je zachyt na nasem pracovisti, kdy jsme
vysetiovali klinicky materidl pacienta (muz, 31 let) s po-
dezfenim na anaplazmovou infekci s neurcenou bolesti
hlavy. Byla provedena lumbdlni punkce a indikovdno
PCR vysetteni na anaplazmoézu a sérologické vysetieni
boreliézy a klistové encefalitidy. Sérologie byla nega-
tivni kromé pozitivnich protilatek IgG na borelie v séru.
Soucasti PCR vysetreni pro anaplazmézu jsou také dal-
$i onemocnéni (obr. 4.). V tomto ptipadé se tedy diky
zvolenym druhlm vysetieni podaftilo odhalit ranou fazi
infekce klistové encefalitidy, kdy byl virus jesté deteko-
vatelny v likvoru a zaroven byla negativni sérologie
(obr. 5.). O deset dni pozdéji jsme na pracovisti vysetfili
dalsi klinické vzorky daného pacienta, nyni jiz s rozvi-
nutymi neurologickymi pfiznaky (epileptické zachvaty
grand mal). Nebylo jiz mozné detekovat virus pomoci
PCR v séru ani likvoru, ale byla pozitivni sérologie IgM
a IgG protilatek (obr. 6.). U IgG protilatek byl také pro-
veden test avidity, kde byla potvrzena nizka specifita
IgG protilatek, typicka pro probihajici infekci klistovou
encefalitidou.

Ve specidlnich pfipadech je mozné také vyuzit elek-
tronovou mikroskopii.

Hlavni diagnostickou metodou u klistové encefali-
tidy je podobné jako u boreliézy ELISA, kdy jsou de-
tekovany IgM nebo IgG protilatky v séru nebo likvoru
pacienta. Vhodnym markerem akutni infekce je urceni
avidity IgG protilatek, kdy v ¢asné fazi infekce jsou pro-
dukovany nizce avidni protilatky. IgM protilatky na klis-
tovou encefalitidu se tvofi po pfiblizné dvou tydnech
onemocnéni, kdy se projevuji i neurologické priznaky.
Spolu s IgM se tvofi také IgG protilatky, které u ¢lovéka
pretrvaji cely Zivot. Pfi prvnim odbéru vzorku je obvyk-
I4 spole¢na detekce IgM a IgG, ale jelikoz se IgM proti-
latky tvorii 10 mésicl po akutni infekci nebo po prvni
davce ockovani jsou nutné také opakované odbéry po
nékolika tydnech. Kvlli vysoké pfibuznosti viru klisto-
vé encefalitidy s ostatnimi flaviviry je i zde nebezpeci
zkfizené reaktivity protilatek obzvlasté u lidi ockova-
nych proti zluté zimnici nebo japonské encefalitidé
a lidi s prodélanou zdpadonilskou hore¢kou nebo ho-
reckou dengue. Zkfizena reaktivita mGze byt odhalena
diky kvantifikaci IgM protilatek, které jsou pti akutniin-
fekci cetnéjsi nez v pfipadé dlouho pretrvévajicich IgG
po infekci nebo pfi onemocnéni jinym flavivirem. Pfi
prolomeni o¢kovani proti klistové encefalitidé je také
typicky nizsi titr IgM protilatek spolu s rychlym na-
rdstem IgG v séru, avidita IgG protilatek je vysoka (po
setkani s antigenem v minulosti se jiz tvofi vzdy I1gG
protilatky vysokce avidni). Pro spolehlivou diagnosti-
ku ockovanych jedincl se vyuziva priikaz intratekalni
syntézy [34].

Avidita IgG protilatek znaci s jakou silou je protilatka
schopna vazat antigen. V rané fazi infekce jsou IgG pro-
tilatky malo specifické, a pti testovani avidity se snadno
vyvazuji z komplexu s antigenem. Pro pozdéjsi faze in-
fekce je typicka avidita vysoka, kdy jsou tvoreny vysoce
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Stanoveni protilatek - Klistova encefalitida virus

s TBEV IgG sérum 268 RU/ml  negativni
s TBEV IgM sérum 0,38 IP negativni
$ TBEV IgG Al likvor neprokazan -
$ TBEV IgM Al likvor neprokazan -

Borrelia burgdorferi sensu lato
Stanoveni protilatek - B. burdorferi s.lato

$ Borrelia recombinant IgG sérum 6,58 P pozitivri

§ Bormelia recombinant IgM sérum 0,67 P negativni
$ BorrelialgG Al likvor neprokazan -
$ BorrelialgM Al likvor neprokazan -

CXCL13 likvor 0.00 pg/ml  negativni

Obr. 5. Vysledky sérologie u pacienta s PCR pozitivni TBEV
(foto B. Mactichovd, viastni fotografie, Laboratore AGEL a.s.)

Figure 5. Serology in a TBEV PCR-positive patient

(photo by B. Mactichovd, original photograph, AGEL Laboratories, Inc.)

Stanoveni protilatek - Klist'ova encefalitida virus

$ TBEV IgG sérum 93,35 RU/ml
S TBEV IgM sérum 4,87 IP /
s TBEV IgG avidita sérum 6,00 % nizksav
S TBEV IgG Al likvor nelze -

Nelze jiZ dale fedit.
s TBEV IgM Al likvor nelze

Nelze jiz dile fedit.
Borrelia burgdorferi sensu lato
Stanoveni protilatek - B. burdorferi s.lato

$ Borrelia recombinant IgG sérum 929 IP pozitivni
$ Borrelia recombinant IgM sérum 0,38 IP negativni
$ BorrelialgG Al likvor neprokazan -
$ BorrelialgM Al likvor neprokazan -

CXCL13 likvor 6.36 pg/ml  negativni

Obr. 6. Vysledky sérologie pacienta o 10 dni pozdéji

(foto B. Mactichovd, viastni fotografie, Laboratore AGEL a.s.)
Figure 6. Serology in the same patient 10 days later
(photo by B. Mactichovd, original photograph, AGEL Laboratories, Inc.)

specifické IgG protilatky. Avidita je ur¢ena pomoci ELI-
SA testu, kdy jsou navézané IgG protildtky inkubovany
s ureou, ktera je schopna imunokomplexy porusovat.
Analyza s pfidanou ureou je nasledné srovnana s kon-
trolni analyzou po proméreni na spektrofotometru a je
urcen index avidity [35-37].

Nejspecifictéjsim testem klisStové encefalitidy je
virus neutralizacni test, ktery detekuje protilatky ze
séra schopné virus neutralizovat. Sérum pacienta je
inkubovano s virem, ktery je nasledné naockovan na
bunécnou kulturu. Pokud ma pacient neutraliza¢ni
protilatky, je virus neaktivni a neprojevi se odumieni
bunék v kulture. Takto je také mozné testovat efekti-
vitu o¢kovani. Test neni standardizovany, kazda labo-
ratof ma pro néj svou vlastni metodu a je velice ca-
sové narocny, proto se provadi pouze ve vyjimecnych
ptipadech [38]. V Ceské republice virus neutraliza¢ni
test provadi pouze Narodni referencni laboratof pro
arboviry v Ostravé.
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EHRLICHIOZA A ANAPLAZMOZA

Ehrlichiéza a anaplazmoéza jsou dvé odlisna one-
mocnéni, ackoliv byla lidskéd granulocytarni anaplaz-
méza (HGA) dfive nazyvana také ehrlichiézou. Bylo
zjisténo, ze plivodce onemocnéni — Anaplasma pha-
gocytophilum je geneticky odlisny od plvodce lidské
monocytarni ehrlichiézy (HME) Ehrlichia chaffeensis.
Oba druhy gramnegativnich obligatné intracelular-
nich bakterii patfi do fadu Rickettsiales stejné jako
dalsi pavodci nemoci pfenasenych klistaty Rickettsia
rickettsii (horecka skalistych hor) nebo Rickettsia cono-
rii (sttedomorskd skvrnitd horecka). Tato onemocné-
ni nabyvaji v novych pfirodnich podminkéch stfedni
Evropy na vyznamu, ackoliv se pivodné vyskytovala
hlavné v Severni Americe. Onemocnéni v prostoru
Evropy zatim z(stava casto nediagnostikované a ne-
hlasené do systému hlaseni infekénich onemocnéni,
proto neni znam jeho skutec¢ny vyskyt ve stfedni Ev-
ropé 7,11, 14].

Hlavnim vektorem pro pfenos anaplazmozy v Evropé
je I. ricinus. Rezervoarem bakterie jsou drobni hlodavci
a jini savci, v¢etné psu. Jelikoz je I. ricinus vektorem pro
rizna onemocnéni (boreliéza, babezidza, ehrlichioza)
muze dochézet ke koinfekcim. V USA jde o mnohem
rozsifené;jsi problém nez v Evropé. Prvni pfipad zde byl
popsan roku 1994 [39].

Infekce se projevuje nespecifickymi chfipkovymi
symptomy, jako je horecka, zimnice, bolest hlavy a sva-
1G. Uimunokompromitovanych jedinct byva vétsiriziko
tézkych komplikaci onemocnéni. Anaplazmdzu je moz-
né diagnostikovat pomoci kultivace, histologickych
metod, PCR nebo sérologicky. Lékem volby je antibioti-
kum doxycyklin. A. phagocytophilum se po pfenosu do
lidského organismu infiltruje do kostni diené a sleziny,
kde se dale déli v polymorfonukledrech a postihuje li-
nii neutrofild. Pfitomnost bakterii v neutrofilech ma za
nasledek zanétlivou reakci vedouci k degranulaci neu-
trofill a uvolnéni cytokind, coz vede ke kontinualnimu
poskozovani tkdné. Bakterie jsou v neutrofilech viditel-
né v podobé intracytoplazmatickych agregat(i — morul.
Agregaty je mozné pozorovat mikroskopem v krevnich
natérech [40].

Ehrlichiéza zacind pfijmem infekéni extracelularni
formy bakterie (elementarni télisko) do hostitelského
organismu, kde se replikuje a dozrava v retikularni té-
lisko a nasledné v morulu, ze které se nakonec uvolni
opét elementarni téliska $ifici infekci. Pfi replikaci vy-
uziva ehrlichie mechanismy pro prekonani imunitniho
systému (potlaceni apoptézy, modulace cytokinové
odpovédi). Ehrlichia primarné napada lidské monocyty,
makrofagy a neutrofily. Ndkaza se projevuje nespeci-
fickymi symptomy, které zacinaji obvykle dva tydny po
kousnuti klistétem. U nékterych pacientd miize progre-
dovat az k syndromu akutni dechové tisné nebo k sep-
tickému Soku. Obdobné jako anaplazméza je ehrlichio-
za lécena pomoci doxycyklinu [41].

Ehrlichiézu v souc¢asnosti diagnostikujeme pomoci
PCR, sérologickymi nebo histochemickymi metodami
[41]. Pro HME je zlatym standardem v laboratorni dia-
gnostice imunofluorescencni test IgG a IgM protilatek
v parovych vzorcich séra odebranych v intervalu 3-6
tydnG. Metoda ma svoje limity, protoze protilatky jsou
v prvnim tydnu negativni az u 80 % pacientu a je dob-
fe zndma vysokd zkfizena reaktivita mezi E. chaffeensis
a A. phagocytophilium.V krevnich natérech u HME jsou
moruly pozorovatelné pouze u 3 % pacientl. PCR je
mozné vyuzit v brzkych stadiich onemocnéni pred na-
sazenim lécby, kdy je detekce v krvi Gspésnd az u 85 %
nakazenych [42].

DISKUSE

V roce 2024 doslo v Ceské republice k narGstu o 23 az
32 % poctu hlasenych pripadl infek¢nich onemocnéni
prenddenych klistaty. Lymeskd boreliéza byla hlasena
ve viech okresech Ceské republiky. Nejvyssi vyskyt
LB byl zachycen v krajich Jiho¢eském a Vysocina, déle
Stredoceském, nasledovéano kraji Olomouckym a Jiho-
moravskym [6].

Klistova encefalitida byla v roce 2024 hlasena v po-
¢tu 680 pripadd, coz predstavuje 32,3% narlst oproti
predchozimu roku, kdy bylo diagnostikovano 514 ne-
mocnych. Nejvyssi pocet pfipadd evidovaly Krajské hy-
gienické stanice v Jiho¢eském kraji [6].

Anaplazmoéza a ehrlichidza jsou v Ceské republice
méné castd onemocnéni, objevuji se pouze jednotky
pfipadli ro¢né. Skutecnych pfipadi je ale zfejmé mno-
hem vice, protoze onemocnéni jsou ¢asto nenahldsena
nebo nediagnostikovana [6].

V diagnostice se pouzivaji dvé hlavni skupiny me-
tod - sérologické a molekularné-biologické. Vyhodou
sérologickych metod je jejich Sirokd dostupnost, nizsi
naklady a dobra automatizace snizujici vytizenost la-
boratorniho personalu [17,19]. Jsou velmi vhodné také
pro screening vétsiho poctu pacientt [17,19]. Jsou viak
omezené v ¢asné fazi infekce, kdy jesté nemusi byt pfi-
tomna detekovatelna hladina protilatek, a také mohou
vykazovat zkfizené reakce (napf. u flavivird) [20-26].

Pro onemocnéni boreliézou je ¢asté dlouhé pretrva-
ni protilatek a je tak tézké odlisit prodélanou a probi-
hajici infekci. Vzdy je nutné prihlédnout i ke klinickym
pfiznakdm, protoze samotna pozitivita u imunoanalyz
nemusi znamenat pobihajici nemoc [23]. Pfinosna je
proto detekce chemokinu CXCL13 v mozkomiSnim
moku, ktery umoznuje ¢asnou diagnézu i v brzké fazi
onemocnéni, kdy jesté nejsou pozitivni protilatky. Nic-
méné rutinni pouziti je zatim limitovano absenci vali-
dovanych standardt [23, 26].

U klistové encefalitidy je pro potvrzeni diagndzy
v nékterych pripadech vhodné doplnéni virus neutrali-
zacniho testu, ktery je viak dostupny pouze ve speciali-
zované referencni laboratofi.
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Molekularni metody, zejména RT-PCR, poskytuji vy-
sokou senzitivitu a specificitu, a jsou zvlasté vhodné
v ranych fazich onemocnéni, pfed tvorbou protilatek.
Jsou vsak naroc¢néjsi na laboratorni vybaveni a per-
sondl. Jejich citlivost mlze kolisat v zavislosti na typu
vzorku a fazi infekce. Jedna se také o cenové naroc¢nd
vysetieni [17, 38].

Proti bakteridlnim plvodcdm ndkaz prendsenych
klistaty bohuzel neexistuje vakcina, proto je nejlepsi
ochranou proti témto onemocnénim prevence (pouZziti
repelentd, obleceni plné kryjiciho koncetiny, kontrola
téla po pobytu v pfirodé) a v piipadé infekce rychla
a spolehliva diagnostika.

Proti klistové encefalitidé je dostupnd ucinna vakci-
na. V roce 2024 bylo v Ceské republice alespor jednou
davkou vakciny oc¢kovano priblizné 48 % obyvatel [44].
Nicméné pro plnou ochranu je nutné dokoncit zaklad-
ni ockovaci schéma, které zahrnuje tii davky vakciny.
Pouze 37 % ockovanych tuto sérii dokoncilo [43]. Pre-
ockovani je doporuceno kazdych 3-5 let, v zavislosti
na véku, aby se udrzela dostate¢nd hladina protilatek.
| pres dostupnost ockovani a pfispévkl na vakcinu
z verejného zdravotniho pojisténi zlstava proockova-
nost nizka [44].

ZAVER

Onemocnéni pfenasena klistaty, predevsim borelid-
za, klistova encefalitida, ehrlichiéza a anaplazmodza,
piedstavuji v Ceské republice zavazny a ¢aste¢né pod-
ceniovany zdravotni problém. Aktualni epidemiologic-
ka data z roku 2024 ukazuji na vysoky pocet pfipadi
klistové encefalitidy a borelidzy. Vyskyt ehrlichidzy
a anaplazmézy je pak pravdépodobné vysoce podhod-
noceny. Chybi obecné povédomi o této nemoci a neni
také povinnost tato onemocnéni hlasit. Do budoucna
je nutné zlepsit sledovani téchto nemoci, aby data od-
povidala realnému poctu nakazenych.

Pro efektivni diagnostiku je nezbytné vyuzivat kom-
binaci molekularnich a sérologickych metod spolu
s novymi markery, které zlep3uiji citlivost a specificitu
vysetreni. Zvyseni povédomi [ékail o limitech rlznych
metod a jejich spravné vyuziti pfi diagnostice onemoc-
néni je klicové pro zvoleni v¢asné 1écby a snizeni kom-
plikaci u pacienta.
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