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UvoD

Lymska boreliéza je jednou z nejcastéjSich antropozoon6z severni polokoule. Jedna
se o multisystémové onemocnéni zpusobené spirochetami druhového komplexu Borrelia
burgdorferi sensu lato. Protoze této chorobé doposud nelze u lidi predchazet ucinnou
vakcinou, velmi dalezitou roli hraje prevence, tedy pfedevsim omezeni ¢i Uplna eliminace
styku s vektorem B. burgdorferi — klistétem.

V literarnim piehledu své bakalaiské prace se budu zabyvat komplexnim
biologickym a imunologickym popisem této choroby. V praktické ¢asti se budu vénovat
vyhodnoceni vlastnosti potencialni vakciny proti lymské boreliéze a budu za uziti
zékladnich imunochemickych metod srovnavat reaktivitu chimérického polyepitopu OspC
a monovalentniho  rekombinantniho antigenu  OspC pro B. burgdorferi s.s.

u experimentalnich mysi.



CILE PRACE

e shromézdéni dostupnych literarnich zdroji

e zvladnuti prace s odbornymi liter&rnimi databazemi (Medline, Web of Science,
Scopus)

e Vypracovani literarni reSerSe zaméfené na biologii bakterialniho rodu Borrelia,
na imunobiologické aspekty vztahu patogen-vektor-hostitel u lymské borelidzy
a na soucasny stav vyzkumu zaméfeného na imunoprofylaxi choroby

e zvladnuti imunochemickych metod pro charakteristiku protilatkové imunitni

odpovédi na prototypové vakciny pouzité na zvifecim modelu



1 LITERARNI PREHLED

Lymska borelioza je chronické multisystémové onemocnéni a nejcastéjsi choroba
prenasena ¢lenovci v Evropé a Spojenych statech americkych (Stanek & kol., 2011). | kdyz
byly ptiznaky spojené s lymskou boreliézou poprvé popsany zacatkem 20. stoleti, ptivodce
tohoto onemocnéni, Borrelia burgdorferi, byl objeven pomérné nedavno. DalSimi
vyzkumy bylo identifikovano alesponi 18 blizce pfibuznych druht, pojmenovanych jako
Borrelia burgdorferi sensu lato. Ctyfi z téchto druht, Borrelia Burgdorferi, Borrelia
afzelii, Borrelia garinii, a Borrelia Spielmanii, byly prokazany jako patogenni pro ¢lovéka
(Rudenko & kol., 2011; Yoshinari & kol., 2010). Od zahjeni vyzkumu v oblasti lymské
boreliozy, které zapocaly ve Spojenych statech pod agenturou CDC (Centers for Disease

Control and Prevention), ¢isla nakazenych pozvolna narustaji (Steere & kol., 2004).

1.1 Historie

Jednou z prvnich zminek o lymské borelioze byl popis kozniho onemocnéni
acrodermatitis chronica atrophicans (ACA), ktery publikoval Buchwald v roce 1883.
Béhem nékolika nasledujicich let byl popsan lymfocytom, erythema migrans a objevily se
zpravy, které mimo kozni zmény uvadély i napadeni dalSich organi (Vasudevan &
Chatterjee, 2013). Roku 1921 zveiejnil Max Jessner studii nemocného trpiciho ACA se
soucasnym vyskytem bolesti kloubii a zanétem hrtanu. O rok pozdé&ji se objevil piipad
meningopolyneuritidy spole¢né s koznim erytémem, popsany Garinem a Bujadouxem,
ktery ale v té dob¢ jesté nebyl oznacen jako erythema migrans. Ve ¢tyficatych letech 20.
stoleti bylo Bannwarthem popsano né&kolik nemocnych, ktefi méli multifokalni postiZeni
nervoveho systemu, kterému vzdy predchazelo piisati klistéte. Béhem nasledujicich let se
zacalo vyskytovat mnozstvi ndzort tykajicich se tohoto multiorgdnového onemocnéni
amozného propojeni jednotlivych piiznakii. Dulezitym, avSak pozdé&ji opuSténym
nazorem, bylo tvrzeni Lehnhoffa, ktery jako prvni upozornil na moznou souvislost mezi
koznimi lézemi erythema migrans, acrodermatitis chronica atrophicans a spirochetami.
Jeho vyrok vsak nebyl dalsimi autory pfijat ani nikym potvrzen (Bartiin¢€k, 2013).

Lymska boreliéza jako takova byla poprvé rozpoznana vroce 1976, a to kvuli
pomérn¢ velkému mnozstvi déti ve mésté Lyme (Connecticut), o kterych se predpokladalo,
Ze trpi juvenilni revmatoidni artritidou (Steere & kol., 2004). U nemocnych se ve 25 %

ptipadt vyskytoval kozni erytém, erythema chronium migrans, ktery tomuto postizeni
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kloubt pfedchazel, a protoze byla tato kozni 1éze pozorovana uz v Evropé ve spojitosti
s prisatim klistéte, zaméfil se vyzkum touto cestou. Pozornosti neunikl fakt, Ze nejvice
novych ptipadi se objevilo v 1été a ze zacatku podzimu, coz odpovida obdobi s nejvyssi
kulminaci vyskytu klistat, a taky Ze vétSina nakazenych Zila v lesnatych oblastech. Protoze
nemocné spojovaly 1 dalsi nespecifické priznaky, jako bolesti hlavy, zatuhnuti Sije,
malatnost, Unava, zimnice nebo horecka, doSlo k pojmenovani nového onemocnéni —
lymské nemoci. Za jejiho pienaSece bylo oznaéeno klisté hojného druhu; Ixodes scapularis
(Steere & kol., 1978). O Sest let pozdéji, vroce 1982, byla objevena i spirocheta
zpusobujici tuto infekci — Borrelia burgdorferi, jez byla zafazena mezi borelie
a pojmenovéna dle svého objevitele — Wilhelma Burgdorfera. Oznacéeni lymska boreli6za
ziskala na doporu¢eni béhem III. mezinarodni konference vénované tomuto tématu v New

Yorku v roce 1987 (Barttiingk, 2013).

1.2 Mikrobiologie

Cely rod Borrelia se tadi mezi gram-negativni (G-) mikroaerofilni bakterie kmene
spirochet (Spirochaetes). Tyto bakterie sdili n¢kolik spole¢nych morfologickych znakd;
vicevrstevny vn&jsi  plast, wvnéj§i membranu, protoplazmaticky valec, a dale
periplazmatické bi¢iky, které se nachazi mezi protoplazmatickym valcem a vn&j$im
plastém (Johnson & kol., 1984). Mezi dalsi spirochety, které jsou patogenni pro ¢lovéka,
fadime rody Leptospira; ptivodce leptospirdzy a Treponema; puvodce syfilidy (Tilly &
kol., 2008). Tvar spirochet Borrelia burgdorferi sensu lato je spiradlovity a tenky,
0 rozmérech 0,2 um x 4-30 um. Buriky jsou sto¢ené a pohybuji se rotaci kolem podélné
osy nebo smr$tovanim a natahovanim. Pohyb bunék zajistuje 7-12 bicika, ¢imz se
Borrelia burgdorferi odliSuje od ostatnich patogennich borelii, které jich maji 15-20.
Biciky o tloustce 11,9 + 2 nm vypliiuje kanalek (lumen) o priméru 7,6 nm, V jehoZ nitru je
ptitomny flagellin. Bi¢iky vychazeji z polu buiky z diski v cytoplazmatické membrané
a obtaceji se pod vnéj$i bunécnou st€nou kolem téla borelie. Buné¢na sténa ma tfi vrstvy,
vnitini vrstva je tvofena peptidoglykanem, stfedni lipopolysacharidem a vnéjsi
lipoproteinem. Od ostatnich spirochet se borelie li§i ptitomnosti intramembrandznich
télisek (vlaknité a zrnité Utvary podobné bunéénému glykokalyxu), které je chrani
Vv nevhodném prostiedi. Bunéfna sténa je od cytoplazmatické membrany odd¢lena
periplazmatickym prostorem. Podle poctu bi¢iki je mezi t€émito obaly vzdéalenost asi 27 *

4 a7 44 + 10 nm. VSechny membrany borelii jsou dvouvrstevné s vyjimkou vnitini
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peptidoglykanové membrény, kterd ma vrstvu pouze jednu. Pokud se bic¢iky vysunou
do prostoru, dojde k vylou¢eni membranodznich vezikul, jejichZz stavba odpovida bunééné
stétné. Vyznam téchto vezikull spociva piedev§im v pravdépodobné pritomnosti
plasmidové DNA. Prilnavosti K hostitelskym bunikam napomaha posun antigennich
molekul proteini a glykosaminopeptidovych receptorti nachdazejicich se v povrchové

membrané (Hulinska, 2013a).

Flagella - Outer membrane Protoplasmic cylinder )

Flagellum

— Periplasmic space

Peptidoglycan

0

&l — Cytoplasmic membrane

P

Obrazek ¢&. 1: Struktura a morfologie spirochety Borrelia burgdorferi.

A: schéma Borrelia burgdorferi — bi¢iky vychazejici z polu bunky se obtaceji pod vnéjsi
bunéénou sténou kolem téla borelie , B: detailni schéma Borrelia burgdorferi — kazdy bi¢ik
je zasunut do cytoplazmatické membrany a dostava se skrze bunéCnou sténu

do periplazmatického prostoru (ptevzato z Rosa & kol., 2005).
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Obrazek ¢. 2: Spirochety Borrelia burgdorferi. A: helikdlni spirochety kultivované
v mediu BSK 11, B: helikélni spirochety barvené karboxylfluoresceinsukcinimydylesterem

a zobrazené ve fluorescencnim mikroskopu (foto: Katefina Bundilova).

Borrelia burgdorferi se dokaze pohybovat v mediich gelovité konzistence, coz je
odlisujici faktor od vétSiny jinych bakterii, které toto prostfedi vyrazné¢ zpomaluje, az
zastavuje. Je to zpusobeno specifickym pohybem bic¢ikia spirochet, kdy ¢ast kmita ve sméru
a ¢ast v protisméru hodinovych rucicek . Na zakladé méteni byla nejvyssi rychlost pohybu
borelie stanovena v plazmé nesrazlivé lidské krve (po piidani heparinu) obohacené
o trombocyty, a to 2,8 mm/min (Charon & kol., 2009; Malawista & De Boisfleury
Chevance, 2008).

U borelii byly rovnéz zjistény intra- a extracelularni mnohotvarné vezikuly,
borelidzou. Jedna o rezistentni formy, nachazejici se napf. v neuronech nebo glialnich
bunkach, které jsou schopny vazat povrchové proteiny a tim se vyhnout detekci testy
ELISA ¢1 Western-blot (detekuji pouze volné protilatky). Jsou rovnéz schopny pozménit
povrchové antigeny do takové miry, ze je imunitni systém neni schopen rozpoznat, a proto
je jim pfisuzovana role dlouhého latentniho stadia a pretrvani infekce. (Hulinskd, 2013a;
Simon & kol., 1996).

Aby borelie mohla rist a syntetizovat DNA, pottebuje i dostatek zinku. Jeho
zvysena adsorpce, spolecné se schopnosti ptilnavosti borelii k leukocytim, je ditkazem

znaéného ptizplisobeni se hostiteli (Hulinska, 2013a).
1.2.1 Morfologické formy Borrelia burgdorferi

Doposud neni zcela jasné, jakym zptisobem dokaze Borrelia burgdorferi piezit

v infikované tkani po tak dlouhou dobu. Zptisob, kterym tohoto jevu lze dosdhnout, mize
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byt pfeménéni se V rizné morfologické formy. Jiz od roku 1905 se ptedpokladalo, ze
klasickd spiralni (helikalni) forma borelie neni jedinou podobou této spirochety. Byla
pozorovana transformace spirochet do knoflikti, smycek, prstynki a kulicek, rovnéz
shlukovani do kolonii a vytvareni cystickych forem (Miklossy & kol., 2008).

Cysty B. burgdorferi jsou charakteristické zeslabenou povrchovou membrénou,
kterd postrada nckteré vnéjsi lipoproteiny, jakymi jsou napiiklad Erp (E related proteins)
nebo OMPs (outer membrane proteins), pfitomen vSak zistava vnéjsi protein OspA, ktery
se u zivych cyst nachazi na jejich povrchu, avsak u mrtvych uvniti buniky (Hulinska & kol.,
2006). Ke tvorbé cyst dochazi kvuli fadé chemickych i fyzikalnich Ciniteld, ale i diky
hladovéni z nedostate¢ného mnozstvi tuku, protoze borelie nedokazi vytvaret mastné
kyseliny. Ptredpokldda se, ze pravé nizkd metabolickd aktivita cystickych forem hraje
vyznamnou roli v odolnosti borelii vi¢i antibiotické terapii. Pro efektivitu antibiotik je

bakteridlni metabolickd aktivita nutnd, proto muze tento jev objasnovat opétované

vzplanuti onemocnéni, ke kterému nékdy dochdzi i po probéhnuté antibiotické 1écbé

(Dattwyller & kol., 1988; Preac-Mursic & kol., 1989).

Obrazek ¢ 3: Ruzné morfologické formy Borrelia burgdorferi  barvené
karboxylfluoresceinsukcinimydylesterem. Zobrazeno pod fluorescenénim mikroskopem.
A: pfechod mezi helikalni a cystickou formou, B: struktura podobna koloniim/agregat

(foto: Katefina Bundilov4).

Vlivem nepiiznivych podminek se mohou tvofit i tzv. granula, vznikla
zaskrcovanim cytoplazmatické membrany. Oproti cystam jsou granula nepohybliva
pravdépodobné neziva a maji jen malé mnozstvi protoplastu, ktery je chranén bezbicikatou

ztenCenou membranou (Hulinska, 2013a).
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1.2.2 Genom

Genom B. burgdorferi je jednim z nejkomplexnéjsich v bakterialni fisi. Sklada se
z linearniho chromozomu o rozméru 950 kilobazi (Brisson & kol., 2012), ktery je
ve srovnani s jinymi bakteriemi, jejichz pramérna velikost je od 580 do 9 300 kbp,
relativné maly (Casjens, 2000). Nese 853 genetickych elementa (ORF), které kdduji
proteiny potiebné k replikaci DNA, proteinovou transkripci a translaci, transportni geny
a geny, které kontroluji energeticky metabolismus buiky. Zbyla ¢ast genomu se nachazi
v 12 linearnich a 9 cirkularnich plazmidech (Hulinska, 2013a). Chromozomy ani plazmidy
nenesou geny potiebné pro bunécnou biosyntézu (kvili malému genomu), coz je duvod
pro limitovanou metabolickou kapacitu Borrelia burgdorferi sensu lato, ktera postrada
enzymy nutné pro biosyntézu aminokyselin, mastnych kyselin, nukleotidii a kofaktort.
Tato absence rovné€z vysvétluje potitebu komplexniho rustového media bohatého
na vSechny tyto latky. Pouziva se hlavné tzv. Barbour-Stoenner-Kelly medium, do kterého
je pridano jesté inaktivované krali¢i sérum (Fraser & kol., 1997; Kiupka & kol., 2007).

Rozdilny imunogenni a patogenni vliv je zpiisoben rozliSnou antigenni strukturou
OspA, OspC, OspE a OspF, pficemz vSechny tyto proteiny maji rizné sérotypy (Hulinska,
2013a). Pies 90 % genu je typickych pravé pro borelie, z ¢ehoz vyplyva, ze produkty
téchto genli maji své specializované funkce. V ramci plastidd probihaji vzajemné
prestavby, ¢imz se znacné zvySuje proménlivost bakterie. Genom borelie nese také 167
mutacné poSkozenych genll (pseudogentl), coZ je mnozstvi, které je Vv bakterialni tiSi
abnormalni (Casjens & kol., 2000).

Spirocheta B. burgdorferi dokaze jako zdroj energie vyuzit jen omezené mnozstvi
uhliku, a to vpodobé monosacharidi, jako je napiiklad glukéza, mandza, N-
acetylgukosamin, nebo disacharidi jako maltoza ¢i dimery glukosaminu. Vsechny tyto
sacharidy jsou pfi infekci borelii zpravidla k dispozici, a tak z nich spirochety mohou
vyuZit energii pro vlasti vyvoj a uskute€néni celého infekéniho cyklu (Von Lackum &

Stevenson, 2005).
1.2.3 lzolace a kultivace

Poprvé byla izolace a kultivace spirochety borelie provedena Noguchim v roce
1912 (Noguchi, 1912). Kligler & Robertson (1922) pak v roce 1922 kultiva¢ni poznatky

zna¢né zdokonalili a pfiSli s moznosti substituce lidské peritonedlni tekutiny (tekutiny
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Z dutiny bfisni) Vv kultivacnim mediu za zfedéné krali¢i nebo koniské sérum. Rovnéz pfisli
s poznatkem, ze pro dobry rust borelii je nezbytna konstatntni koncentrace COs.
Nenahraditelnou slozku soucasnych kultiva¢nich medii, N-acetylglukosamin, vyzkousel
poprvé vroce 1971 Richard Kelly, kdyz kultivoval infekéni agens Typhus recurrens
(n&vratné horecky) — B. hermsii (Kelly, 1971). Medium Richarda Kellyho ale nedokézalo
podporovat rast borelii z nizkého mnozstvi spirochet. S feSenim pfisel Herbert Stoenner,
ktery medium obohatil o slozku zvanou Yestolate, coz je vytazek (ziskany samovolnym
rozkladem buné€k kvasinky pivni — Saccharomyces cervisiae) ktery obsahuje velké
mnozstvi aminokyselin. Dale ptidal medium CMRL1066, které v kombinaci se vSemi
ostatnimi latkami podporovalo rist minima bakterii do koncentrované populace (Stoenner
& kol., 1982). Poslednim krokem k ziskani media vyuzivaného v souc¢asné dobé uz bylo
jen lehké pozménéni provedené Alanem Barbourem a kolektivem v roce 1983 — medium
tak ziskalo ndzev BSK | (Barbour-Stoenner-Kelly I). Zbyvajici drobné modifikace, znovu
provedené A. Barbourem, daly za vznik mediu BSK Il (Barbour-Stoenner-Kelly II), které
umoznilo riist borelii do hustoty 1-4x10%/ml, pii genera¢ni dob& 11-12 hodin, k ¢emuz
postacuji pouze 1-2 spirochety (Barbour & kol., 1983; Barbour, 1984). Pollack a kolektiv
(1993) jest¢ zminuje medium BSK-H, které je upravené piimo pro péstovani B.
burgdorferi s.I. (obsahuje krali¢i sérum a Zelatinu) a vyuZziva se pro komeréni a vyzkumné
ucely.

Nejvhodnéjsi teplotou pro rast borelii in vitro je rozmezi 30-37 °C. Hrani¢ni
teplotou je 39 °C, kdy zacina zpomalovani rustu a nasledné Uplné zastaveni v piipadé
piekroceni 40 °C. V takovém piipadé uz spirochety ztraceji schopnost se délit, ¢emuz
nepomuze ani opétovné snizeni teploty (Barbour, 1984). Hulinska (2013a) stanovuje
optimalni dobu kultivace in vitro na 12—14 hodin a in vivo 6-12 hodin. Nejvhodné;si pH je
okolo 7,0-8,0 a koncentrace CO2 pod 3 % (Carroll & kol., 1999; De Martino & kol.,
2006).

1.2.4 Prenos a vektor

Jedinym potvrzenym a celosvétové uznavanym pienase¢em lymské borelidzy jsou
klistata rodu Ixodes (Hulinskd, 2013a) pattici do rodu Ixodidae (Volf & Horak, 2007).
Jedna se o0 roztoce se tfemi hostiteli a 2—6 let dlouhym Zivotnim cyklem, jehoz ptesna
délka se odviji podle prostiedi, ve kterém se vyskytuji. Charakteristicka je rovnéz

nepfitomnost o¢i. Druhovy komplex Ixodes ricinus-persulcatus, kam se fadi druhy
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prenasejici lymskou boreliozu, tedy predevsim Ixodes ricinus v Evropé a Ixodes scapularis
ve Spojenych statech americkych, je celosvétové rozsifen (Capinera, 2008). Obecné
prenasi klistata na clovéka a zvifata vice patogenti, nez kterykoliv jiny Clenovec. DalSimi
Castymi chorobami je napiiklad klistova encefalitida, granulocytdrni anaplazmodza,
babezidza, atp. (Gulia-Nuss & kol., 2016).

Lymska& boreliéza neni jen problémem lidi. Klinické formy byly pozorovany
i U domacich zvitat, jakymi jsou naptiklad psi, koné, ko¢ky a hovézi dobytek. Pozoruhodna
je nepritomnost klinickych ptiznaka u volné zijicich zvitat. Piedpoklada se, ze tento jev je
dan dlouhodobou koevoluci borelie a jejich ptirozenych hostiteld, kterymi jsou jeleni,
zajici a hlodavci (Kifupka & kol., 2007).

Experimenty ve Spojenych statech americkych, zkoumajici pienos Borrelia
burgdorferi klistétem Ixodes scapularis, prokazaly velkou vektorovou kompetentnost.
Moznost pienosu stejnym vektorem byla zjisténa i u Borrelia bissettii. Borrelia
burgdorferi sensu stricto mtize byt rovnéz pienesena klistétem rodu Ixodes affinis, ktery
vSak zpravidla nenapada lidského hostitele. I kdyz se Ixodes minor (na rozdil od I.
scapularis a I. affinis) nefadi do druhového komplexu Ixodes ricinus, byl prokazan jako
ucinny vektor pro Borrelia burgdorferi i Borrelia bissettii s.S. V pfirozenych podminkach
se ukazalo, Ze prevalence Borrelia burgdorferi s.I. u Ixodes affinis a Ixodes minor je
mnohem vétsi nez u Ixodes scapularis. I kdyz tyto dva druhy ziidkakdy napadaji lidské
hostitele, hraji dilezitou roli jako enzootické vektory Borrelia burgdorferi s.l. (Oliver &
kol., 2003).

Brouqui a kolektiv (2004) oznacuje za hlavni evropsky vektor Borrelia burgdorferi
klisté Ixodes ricinus. Problematika jiného prenacece, tedy naptiklad krev-sajiciho hmyzu,
je v soucasné dobé neustale zkoumana. Borelie byly v travicim traktu komart opakované
mikroskopicky detekovany, a to hlavné v USA. Zazdroj se povazuje krev nakazeného
hostitele (Magnarelli & Anderson, 1988).

Spirochety Borrelia azfelii byly nalezeny také v Ceské republice na jizni Moravé,
kde Halouzka a kolektiv v letech 1993-1995 nasbiral 3 580 komaru Sesti druhti (Aedes
cantans, Aedes vexans, Aedes sticticus, Aedes geniculatus, Culex pipiens, Culex pipiens
molestus, Culiseta annulata) z nékolika riznych stanovist’ (nivni les, dubovy les, pobiezi
rybnika, sklepy a suterenni mistnosti vesnickych zastaveb). Pomoci mikroskopie temného
pole (DFM; Dark-field microscopy) byla pozorovana ptitomnost spirochet v travicim
traktu a na zakladé mnozstvi stanovena hustota od nizké ptes stiedni az po vysokou. Pfi

nalezeni vice nez 1 000 borelii byly spirochety naockovany do media BSK II za ucelem

17



izolace. Pfitomnost borelii byla zjisténa ve étyfech druzich komard, a to u Aedes cantans,
Aedes vexans, Aedes sticticus, Culex pipiens a Culex pipiens molestus. Dalsi dva druhy,
Aedes geniculatus, a Cluseta annulata byly zcela negativni. Z celkovych 1 541 samicek
komart bylo 16 vzorkl ze Ctyt vySe uvedenych druht hodnoceno jako pozitivni. U vSech
pozitivnich vzorkd byla potvrzena genospecies Borrelia afzelii (Halouzka & kol., 1998).
Reélny ptenos infekce na ¢lovéka vSak nebyl doposud nikym potvrzen (Bratton & kol.,
2008).

Larvy a nymfy klistat pozfou borelie z infikované¢ krve hlodavci nebo ptakd,
na kterych parazituji. Tim se ¢ast spirochet dostava do traviciho traktu (hlavné stfeva), kde
probiha vyvoj a rast. Dale putuji pfi ptijmu potravy hemolymfou do slinnych zlaz, odkud
pak probiha pienos slinami do krve hostitele. Pfenos patogena do hostitele nemtize byt
srovnavan s intradermalni injekci se stejnym poctem spirochet, protoze krmici se klisté
vylucuje spirochety kontinualn¢ a sliny klistéte farmakologicky ovliviiuji imunitni systém

hostitele, ¢imz usnadiuji prinik infekce (Fiserova & kol., 2008).
1.2.5 Osp antigeny

Komplexni zivotni cyklus Borrelia burgdorferi vyzaduje vysokou adaptaci
na velmi rozdilna prostiedi — bezobratly vektor a hostitele obratlovce. Spirocheta se tak
musi byt schopna udrzet a pfeZit v zazivacim traktu klistéte, projit do hemolymfy, byt
transportovana do slinnych 714z a do krve hostitele. Zaroven se musi vyhnout imunitni
reakci a roz$ifit se do cilené tkané hostitele. VSechny tyto ulohy umoznuji klicové
povrchové proteiny (Osp), jejichz exprese je fizena v ruznych fazich infekce boreliemi
(Kiupka & kol., 2007). Hulinské (2013a) uvadi sest vnéjsich povrchovych proteint (Osp)
ptitomnych u Borrelia burgdorferi sensu lato — OspA, OspB, OspC, OspD, OspE a OspF.
Tyto lipoproteiny jsou dulezitou slozkou téla; bylo totiz potvrzeno, ze mimotadna
imunogenicita integralnich membranovych proteinti, které jsou pfitomny u virulentnich
spirochet, blizce souvisi s jejich lipoproteinovou strukturou (Brandt & kol., 1990). Nékolik
povrchovych proteini je schopno vazat proteiny a podpofit adhezi k bunkam hostitele.
Napiiklad lipoproteiny B. burgdorferi vazi hostitelské glykosaminoglykany (GAGs),
dekorin a fibronektin (Kenedy & kol., 2012).
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OspA a OspB

OspA, s molekularni hmotnosti 31 kDa, byl popsan jako prvni soucast povrchovych
lipoproteint a je spole¢né s OspB o molekularni hmotnosti 34 kDa exprimovan jednim
operonem. Geny pro oba tyto povrchové proteiny jsou umistény na stejném plazmidu. Tyto
proteiny jsou exprimovany v travicim traktu klistat béhem jeho kolonizace po sani krve
z infikovaného hostitele — obratlovce, pravdépodobné diky zméné teploty a pH, nebo
u kultivovanych borelii. Jejich exprese je snizovana béhem pienosu na hostitele —
obratlovce (Templeton, 2004). Bohata exprese téchto lipoproteini v téle klistéte vedla
K hypotéze, ze OspA a OspB jsou nezbytné k pietrvani spirochety v téle klistéte. Tato
hypotéza byla dale podpofena examinaci in vitro i in vivo, kde bylo patrné, ze
rekombinantni OspA a OspB vazi extrakty ze stfeva klistéte in vivo (Kenedy & kol., 2012).

Hlavni funkci OspA je vazani se na glykoprotein TROSPA (tick receptor for
OspA), ktery se nachdzi ve stfevnim epitelu klistat. Biologickd funkce glykoproteinu
TROSPA nebyla doposud objasnéna, nicméné exprese TROSPA se ukazala byt podstatné
zvySena u klistat infikovanych boreliemi. Dalsi domnélou funkci OspA je navazani
plasminogenu z krve hostitele pfi sani krve klistétem. OspA i OspB se piimo vazi
na komplement receptor 3 (skladajici se z CD11b, CD18) a tim spusti imunitni systém.
To mize byt jednim z diivodii snizeni exprese OspA a OspB béhem ptenosu na hostitele —
obratlovce, coz minimalizuje imunitni zanétlivou reakci v poc€atecnich fazich lymské
borelidzy. Exprese OspA je zaznamendana Vv pozdé&jsich stadiich infekce, av§ak neni jasné,
jestli je jeho zvySena exprese b&hem chronické infekce pouze odpovédi borelie
na za jinych okolnosti spusténou zanétlivou reakci hostitele nebo zda je exprese OspA
nutna pro chronickou infekci (Kfupka & kol., 2007).

Xu & kol. (2010) poukazuje na fakt, ze zastavenim exprese OspA se zvySuje Sance
poskozeni vné&jsi lipoproteinové vrstvy, coz miize byt pro spirochetu smrtelné. Schopnost
pretrvat v téle hostitele po delsi dobu je dana fenotypovym potlacenim povrchového
proteinu OsSpA, coz imunitni systém hostitele nedokaze rozeznat a borelie tak neni
zneskodnéna. K zahubeni borelie mize dojit v pfipadé, ze se OspA setkd s protilatkami

proti OspA, nachazejicimi se ve tkanich hostitele.
OspC

Zpusobilost k opusténi stieva klistéte a doputovani do slinnych zlaz je spojovana

sexpresi tfetiho povrchového proteinu — OspC (Templeton, 2004). Jedna se
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0 mnohotvarny protein o molekularni hmotnosti mezi 22 a 23 kDa (Fung & kol., 1994),
ktery boreliim umoziuje transport z traviciho traktu vektoru do hostitele (Schwan &
Piesman, 2002). | kdyz je tento protein béhem poslednich let intenzivné zkouman, doposud
nebyla objasnéna jeho biologicka funkce v enzootoickém cyklu B. burgdorferi. Ve stievé
nekrmeného klistéte produkuji borelie vysoké hladiny OspA a OspB, zatimco hladina
OspC je takika nedetekovatelnd. Jeho produkce zacind 36—48 hodin od nakrmeni kliStéte,
kdy se exprese OspA a OspB snizuje. I pies malou prozkoumanost je jasné, ze OspC je
virulen¢ni faktor pro Borrelia burgdorferi, ktery je nutny pro infekci u mysiho hostitele.
(Kenedy & kol., 2012). Zvysena exprese OspC pred zacatkem infekce je dand pfijmem
potravy klistétem. Jeho vysoka exprese je ale zaznamendvana i v pocateCnich stadiich
infekce hostitele — obratlovce. Protoze je OspC ter¢em imunitniho systému savct (jde
0 silny imunogen), dochdzi na zacatku specifické imunitni odpovédi hostitele ke snizeni
jeho exprese (Seemanapalli & kol., 2010). Jak jiz bylo zminéno, roli pii expresi
povrchovych proteinti hraje teplota. Konkrétné u OspA a OspB je teplota pro expresi
24 °C. OspC vyzaduje 32-37 °C, coz odpovida primérné teploté krve endotermniho
hostitele (Wang & kol., 1999).

Protilatky fizené proti vnéjSimu povrchovému proteinu (OspA) se prokazaly jako
ochranna bariéra zvitat a lidi proti infekci B. burgdorferi. Z tohoto divodu byl kladen
velky duraz na vyvin vakciny proti lymské borelioze, ktera by byla pravé na tomto

principu zalozena (Kenedy & kol., 2012).

1.3 Lymska borelioza

1.3.1 Infekéni druhy borelii

Za hlavni etiologické agens lymské boreliozy u ¢lovéka se povazuji druhy Borrelia
burgdorferi sensu stricto, Borrelia garinii a Borrelia afzelii. Jako potencialné patogenni se
povazuji Borrelia bissettii, Borrelia valasiana, Borrelia lusitaniae a Borrelia spielmanii.
Kazdy tento druh m& u lidského hostitele sklon vyvolavat preferenéné nékteré piiznaky
(viz Tabulka ¢. 1), avSak vSechny druhy jsou spojovany s manifestaci EM — erythema
migrans (Chu & kol., 2008). Protoze infekce B. burgdorferi mize napadnout kazi, srdce,
nervy i klouby, jeji diagnostika je Casto svizelna. Obecné plati pravidlo, ze ¢asna infekce,
tedy prvni stadium, je pro 1écbu snazsi nez infekce pozdni. Protoze se ale lymskéa boreliéza

Casto viibec neprojevi nebo jsou piiznaky pouze mirné, nebyvd mnohdy ani detekovana
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nebo se projevi az za nékolik let od infekce (Gern & Falco, 2000). Dalsim faktorem
stézujicim diagnostiku jsou rozdilné projevy napfi¢ kontinenty. Rozdily v pfiznacich jsou
patrné hlavné v oblastech, kde je lymska boreliéza nejvice sledovana — tedy v USA,
Evropé a Asii (Steere & kol., 2004).

Tabulka ¢. 1: Rozdilné druhy borelii a typické klinické manifestace (podle Santos, 2010)

Druh borelie Hlavni klinické manifestace

Borrelia burgdorferi sensu stricto Erythema migrans, artritida

. 3 Erythema migrans, lymfocytom, ACA,
Borrelia afzelii )
o¢ni a srde¢ni manifestace

) o Erythema migrans, lymfocytom, neurologické
Borrelia garinii _
problémy, o¢ni a srdecni manifestace

Borrelia spielmanii Erythema migrans

1.3.2 Patogeneze

...... v

Samotné spirochety borelii ziji pfedevsim parazitickym zptsobem Zivota — volné
zijici nebyly doposud pozorovany. Jejich zivotni cyklus se uskutecituje pomoci hostitele,
kterym muze byt ptak nebo savec a dale klisté rodu Ixodes. Z tohoto divodu maji borelie
tak komplexni a bohaty genom (viz kapitola 1.2.2), ktery umoznuje slozity vyvojovy
cyklus a energeticky néarocné procesy, jako je zména endotermniho a exotermniho
hostitele. Protoze se pfenos mezi dvéma lidmi takika nevyskytuje a borelie se tak nemohou
dale $ifit, mizeme lidského hostitele povazovat za jakousi slepou ulicku celého cyklu
(Picha, 2013).

Na rozdil od ostatnich krev-sajicich ektoparazitnich ¢lenovcd maji klistata
schopnost ziistat prichycena ke kuzi hostitele i po nékolik dni. Tato strategie je dilezita
predevsim pro pienos lymské borelidzy, a to kvili transportu spirochet ze slinnych Zlaz
do hostitele, ke kterému dochazi zpravidla az druhy den od ptisati. Protoze vsak klistata
musi Celit riznym mechanickym vlivim a u toho zlstat pevné pfichycena na miste,
vyvinula si specifické ustni Ustroji; tzv. hypostom. Jedna se o dlatovity utvar, na némz jsou
drobné zoubky a vybézky obracené dozadu pro lepsi pfichyceni v kuzi. Jako druhou ¢ast
ustniho Ustroji lze povazovat chelicery, které slouzi primarné k sekani a pfidrzovani se,

avSak mohou napomoci priniku hypostomu do pokozky. Béhem krmeni ztstava klisté
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na misté¢ diky specifické substanci podobné cementu, ktera je vylucovana slinnymi
zldzami. Tato latka poskytuje pasivni prichyceni a zaroven zabraiuje reverzibilité pfi
pruniku do kiize hostitele. U druhu Ixodes ricinus, piendSejiciho lymskou borelidozu
v Evropé, se ale zda, Ze tato latka neni pfitomna a uvazuje se spiSe o vySSi adaptaci
samotného hypostomu a chelicer k pfichyceni (Richter & kol., 2013).

——
R, ’

BN

Obrazek ¢. 4: Pohled na ustni Gstroji larvy klistéte Ixodes ricinus, focené konfokalnim
mikroskopem (pievzato z Richter & kol., 2013)
A: larva klistéte Ixodes ricinus, B: Ustni ustroji klistéte Ixodes ricinus, p: pedipalpy, bc:

bazélni capitulum, cd: cheliceralni vybézky, hy: hypostom

Ve slinach kliStéte 1ze nalézt 1 latky tiSici bolest, branici srdZeni krve (konkrétné
enzym ixodin), dale latky k uzavirani krevnich kapilar a k potlaceni lokalni imunity
(Bolehovska, 2009).

Pro uskladnéni nasaté krve maji klistata modifikované travici ustroji a vyvinuté
postranni laloky. ProtoZe se spirochety borelie nachazi nejcastéji ve stieve, dochazi pii sani
krve k jejich mnozeni, sniZzeni pH a zvySeni teploty, ¢imz dojde ke zvySeni exprese OspC
a snizeni OspA. Tento proces pak umoziuje spirochetam, aby se uvolnily ze stény epitelu
stieva a dostaly se cca po 24 hodinach endolymfou do slinnych zlaz, kde dochézi k dalsimu
pomnozeni. Nasleduje proces zahusténi krve hostitele v téle klistéte, které nasledné vraci
ptebyte¢nou vodu spolecné s boreliemi zpét do hostitele. K dalSimu pomnozeni dochézi
v misté priniku hypostomu do pokozky, odkud se spirochety na kratkou dobu dostanou
do krevniho obé&hu a putuji dale do téla, coz jim umoziuje napadat dalsi tkané. I kdyz jsou
borelie extracelularni bakterie, byl prokdzéan prinik do bun¢k, které jim poskytuji ochranu
pred imunitnim systémem hostitele. Vstup byl pozorovan u fibroblasti, endotelovych
bunék a monocyti makrofagového plvodu. Borelie jsou schopny priniku

hematoencefalitickou bariérou a vazat se na gliové a mozkové buiky. Jakmile se borelie
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dostanou do téla hostitele, dojde k pfetrvavajici, avSak Casto asymptomatické infekci

(Bolehovska, 2009; Picha, 2013).
1.3.3 Priznaky a stadia

Pro kontrolu B. burgdorferi v téle hostitele hraje vyznamnou roli specificka
(ziskana) 1 nespecifickd (vrozend) imunita. Jesté pied objevem TLRs (toll-like receptors)
smétoval vyzkum imunologii pfedev§im na specifickou imunitu. S objevem TLRs vSak
byla pozornost zaméfena i na imunitu nespecifickou, a to hlavné na jeji bunky, tedy
neutrofily a makrofagy, které slouzi jako spoustéci mechanismy zanétlivé reakce a v boji
proti boreliim hraji nezastupitelnou roli (Shin, 2014).

S infekci lymskou borelidzou jsou spojovany ¢tyfi druhy, a to Borrelia burgdorferi
s.s., Borrelia garinii, Borrelia azfelii a Borrelia spielmanii. Z téchto druhd se vSechny
nachazi na uzemi Evropy, kdezto v USA pouze B. burgdorferi sensu stricto. Primérna
doba zivotniho cyklu klistéte byva mezi jednim az tfemi lety, a zahrnuje ¢tyfi vyvojova
stadia: vajicko, larvu, nymfu a dospélce. Klistata mohou byt infikovana ve vSech téchto
stadiich, i kdyZ za hlavni pfenase¢e B. burgdorferi byly oznaceny nymfy a dospélci
(Santos & kol., 2010).

V roce 1989, Steere a kolektiv rozdélil nakazu lymskou boreliozou do tiech
hlavnich stadii; prvni faze (akutni faze) s pfevladajicimi koznimi lézemi, druhé faze
s kloubnimi, neurologickymi, srde¢nimi a o¢nimi manifestacemi a tfeti faze s chronickymi
revmatoidnimi, neurologickymi, o¢nimi a kloubnimi projevy. I pfes tato rozdéleni je
mozné pozorovat klinické manifestace riznych stadii sou¢asné. Po prvnim stadiu se druhé
dostavuje béhem nékolika dnti ¢i tydni a tieti az s odstupem nékolika mésict az let (Steere

& kol., 2004).
Erythema migrans

Hlavni manifestaci v rané fazi infekce je erythema migrans (EM), ktera je hlasena
u60-83 % ptipadt (Santos & kol., 2010). EM je Cervena skvrna kruhovitého nebo
ovalného tvaru, jejiz velikost se pohybuje od péti do nékolika desitek centimetrd (Viz
Obrézek ¢. 5). Ta se postupné zvétSuje a dale rozsifuje po infikované tkani. Pro tuto 1ézi je
typicka bledsi ¢ast v centru a okrajovy svétle cerveny lem, jehoz pfitomnost vSak neni

vzdy pozorovana. EM se zpravidla vyskytuje solitérné kdekoliv na téle (Hercogova, 2013).
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Obrazek ¢. 5: Erythema migrans (foto: James Gathany, CDC)

Klinicky jsou rozliSovany tfi typy erythema migrans: anularni, homogenni
a terovita (irisova). Forma anularni je typicka jasné rudym lemem, ktery se postupné §iti
do okoli. Protoze se tato 1éze hoji od centrdlni Casti, objevuje se typicka svétlejsi Cast
(vybled). Povrch této 1éze je hladky. Typ homogenni se od anuldrni lisi trvale zarudlym
centrem. Tento typ léze se v nekterych ptipadech §ifi do okoli, jindy ale mize zustat
nezménény. Povrch je jako u anuldrniho typu hladky. Tieti, teréovity neboli irisovy typ je
koncentricky, Gasto se jednd o vice nez jeden kruh Se spole¢nym stifedem a mezikruzim

riznych barev — svétle ¢i tmaveé rudé nebo v barvé ktize (Hercogova, 2013).
Prvni ¢asné lokalizované stadium

Prvni stadium (early localized infection, primary Lyme disease) za¢ina asi po 3-32
denni inkubacni dobé jako lokalni kozni léze — erythema migrans, ktera se pomalu
roz§ifuje. Muze byt vSak doprovazena dalSimi nespecifickymi ptiznaky napodobujicimi
chiipkové onemocnéni. Infikovany jedinec mize pocitovat unavu az vycerpanost, bolest
kloubtli, bolest svali a hlavy, horecku, zatuhnutou $iji a v menSim procentu piipada
nevolnost nebo zavraté (Gern & Falco, 2000). U vétsiny pacientt dochazi k prvni imunitni

reakci v misté vniku spirochet do kiize. Dle histologického vySetieni je tkan, na které je
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ptitomna erythema migrans, hust¢ infiltrovana lymfocyty, makrofagy a malym mnozstvim
plazmatickych bunék. Mezi prvni reakce imunitniho systému patii pohlceni a usmrceni
spirochet makrofagy. V oblasti 1éze zac¢inaji jednojaderné bunky produkovat prozanétlivé
cytokiny (TNF-a a IFN-y) a béhem nékolika dni od infekce je u vétSiny pacientd patrna
imunitni odpovéd’ IgM proti OspC nebo proti 41-kDa flagellinovému proteinu spirochet.
Je tedy ziejmé, ze v boji proti infekci se podili vrozend i adaptivni imunita (Steere & kol.,
2004). V nékterych piipadech byly pozorovany dal$i kozni manifestace nebo nové
vytvoiené léze EM, které jsou zptsobeny krevnim nebo lymfatickym rozsifenim spirochet.
Tyto Iéze se mohou objevit s primarni 1ézi nebo az po jejim vymizeni, které je zpravidla
samovolné (Santos & kol., 2010). Protoze jsou borelie schopné snizit expresi OspC
a pozménit antigenni vlastnosti proteinu VISE (Vmp-like sequence protein Expressed), dafi
se jim za pomoci této strategie unikat reakci imunitniho systému a nadale se Sifit
ve tkanich hostitele (Stanek & kol., 2012).

Druhé ¢asné diseminované stadium

Druhé stadium (early disseminated infection, secondary Lyme disease) nastupuje
do nékolika tydnli od prvniho a primérné trvd od Ctyf do Sesti mésicii. Je pro néj
charakteristické systémové Sifeni a neurologické ptiznaky, jako je napiiklad bolest hlavy,
zavraté, ztuhlost $ije, poruchy hybnosti ¢i pomérné Casto hlaSena obrna licniho nervu.
Lymska artritida postihuje spise malé klouby, dale zplsobuje zanét Slach (tendinitida)
asvalll (myozitida). HlaSené byly i rizné arytmie, karditidy, dusnost, zdnét spojivek ¢i
otok ocnich vicek. U déti byl pozorovan tzv. boreliovy lymfocytom charakteristicky
nafialovélymi uzliky nejcast&ji lokalizovanymi na usnich laltécich, nosu, prsnich
bradavkach nebo Sourku (Bolehovskd, 2009). V tomto stadiu byly spirochety ziskany
z mozkomi$niho moku, krve a v malém mnozstvi i ze srde¢ni svaloviny, sitnice, svali,
kosti, sleziny, jater, mozkovych plen a mozku (Duray & Steere, 1988). Pozorovany byly
I sekundarni kozni 1éze, akutni meningitida, zanét misnich kofenti, zanét perfiernich nervd,

silné bolesti kloubu, Slach a kosti, atd. (Steere & kol., 2004).
Treti pozdni/chronické stadium

Za treti stadium (chronic/persistent/late infection, tertiary Lyme disease) je
oznacovana $kala pfiznakd, trvajicich déle nez 6 mésici (Widhe & kol., 2004), které se

objevuji i po adekvatni antibiotické terapii. Hlavnimi symptomy jsou chronicka Unava,
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muskuloskeletalni bolest, bolesti hlavy, ospalost, podrazdénost a kognitivni poruchy (ztrata
paméti, problémy se soustfedénim, atd.). Jako nejmarkantnéjsi se ve spojitosti s pozdnim
stadiem lymské borelidzy oznaCuje pravé unava, Casto diagnostikovana jako chronicky
unavovy syndrom (CFS; chronic fatigue syndrome), ktera byva pacienty popisovana jako
velmi hluboka a extrémné vysilujici. Duvod, pro¢ piechazi lymské boreliéza do chronicity
1 po predeslé antibiotické 1€cbé, neni doposud zcela objasnén, i kdyZz bylo na toto téma
provedeno nékolik studii. Nékteii autofi se domnivaji, ze opakujici se klinické manifestace
tedy ne piitomnost infekéniho agens, jako je tomu u syfilidy. Timto by se také dalo
vysvétlit, pro¢ pacienti s chronickou lymskou boreliézou neodpovidaji na antibiotickou
lé¢bu (Santos & kol., 2010).

Postboreliovy syndrom

U malého procenta pacientii byl i po antibiotické 1é¢bé pozorovan tzv.
postboreliovy syndrom, oznaCovany také jako PTLDS (Post-treatment Lyme Diease
Syndrome). Tento soubor piiznaki ¢ini zna¢né problémy pii diagnostice onemocnéni a byl
popsan u seropozitivnich i séronegativnich osob. Ptiznaky nemocnych jsou podobné t&ém,
které se objevuji u tfetiho stadia onemocnéni lymskou boreliézou — tedy Unava, bolesti
svall a kloubt, parestezie, poruchy paméti a nalad. ProtoZe se jednd o symptomy podobné
napiiklad unavovému syndromu ¢i fibromyalgii, spravné diagndézy nebyva Casto vibec
dosaZeno. Dlouhodoba lécba, kterou pacienti Casto vyzaduji, byla prokazéna jako
neefektivni a zbyte¢na — viz kapitola 1.5.2 (Valesova, 2013). Podle nékterych studii byly
pfiznaky postboreliového syndromu na zakladé zavaZnosti oznaeny jako srovnatelné

s roztrouSenou skler6zou nebo srde¢nim selhanim (DeLong & kol., 2012).
Lymska boreliéza a gravidita

Od doby, co byla lymska boreliéza poprvé popsana se objevovaly obavy tykajici se
priniku B. burgdorferi skrz placentu a moznych nepiiznivych vlivii na vyvoj plodu ¢i
dokonce jeho smrt, jako je tomu u nemoci zptisobenych jinymi spirochetami (Alexander &
Cox, 1995). Pfenos na plod byl pozorovan v ramci studii u zvitat, u kterych byla kultivace
za pomoci PCR z tkani plodu u rtuznych zvitat (mysi, pst a koni) pozitivni. Nékteré tyto
studie spojovaly ztraty plodu pravé v souvislosti s ndkazou B. burgdorferi (Calda, 2013).

U c¢loveéka byl rovnéz pozorovan transplacentarni pienos, poprvé zaznamenany
Schlesingerem a kolektivem (1985), kdy byly spirochety nalezeny v nékolika organovych
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soustavach u novorozence, ktery zemiel kratce po porodu na selhani srdce. U matky byla
v prvnim trimestru t€hotenstvi pozorovana erythema migrans, bolesti hlavy, ztuhla Sije,
bolesti kloubt, nevolnost a inguinalni lymfadenopatie — tedy ptiznaky typické pro prvni
stadium lymské borelidzy. Protoze symptomy po nékolika tydnech samy vymizely, nebyla
nasazena antibioticka 1é¢ba. Pozdgjsi pitva novorozence prokéazala piitomnost spirochet
ve slezing, ledvinach a kostni dieni. Dité mélo nékolik kardiovaskularnich abnormalit,
nicméné v srdci spirochety nalezeny nebyly. Proto neni zcela jasné, jestli za smrt
novorozence opravdu mohla transplacentarni nakaza lymskou borelizou nebo vrozena
vada.

Po tomto zjisténi nésledovala série podobnych popsanych piipadt, které sice
potvrzuji, ze transplacentarni pienos borelii je moZzny, nicméné nelze jej povaZovat
za ptic¢inu smrti plodu. V jedné ze studii, ze 17 sledovanych Zen, které byly béhem prvniho
trimestru nakazeny lymskou boreliézou, pouze u dvou byly pozorovany abnormality; jeden
prirozeny potrat a jedno dité se syndaktylii. Ani jeden z téchto pifipadd vSak nemuze byt
pfipisovan infekci lymskou boreliozou (Alexander & Cox, 1995). Nasledovalo testovani
pupecnikové krve u 463 novorozenct, kdy 282 bylo z endemickych oblasti vyskytu klistat
a 181 z non-endemickych. Ze ziskanych vysledkti opét nebylo mozné prokazat zadné
mozné spojeni mezi piitomnosti protilatek a vrozenymi malformacemi (Williams & kol.,
1988). Vyznamnych vysledkt dosahl Strobino & kol. (1993), ktery sledoval pies 2 000 zen
v endemické oblasti, a pozitivni sérologii k lymské borelioze nasel u 7,1 % Zen. Jako
v predchozich studiich v8ak nebyla potvrzena zadna korelace mezi ndkazou a vrozenymi
malformacemi. Kromé toho nebylo sledovano zvysené riziko smrti plodu, nizsi porodni
hmotnost, atd. i pfes pozitivni sérologii. Autofi vSech studii vSak povazuji vysledky za
neprikazné kvili ptili§ malému vzorku ptipada (Alexander & Cox, 1995).

V konecném disledku tedy souvislost mezi transplacentdrnim pfenosem lymské
boreliézy z nakazené matky na plod byla prokazana, avSak pfimy vliv na abnormality nebo
smrt novorozencti nebyl potvrzen u zvifat ani u lidi (Elliott & kol., 2001).

Zena spotvrzenou infekci lymskou boreliozou by méla byt v pééi praktického
¢i oSetiujiciho 1ékare, ktery by mél sledovat pribéh onemocnéni a Gispé$nost antibiotické
terapie, popiipadé i symptomatickou lécbu. Toto sledovani by mélo byt doplnéno
pravidelnymi ultrazvukovymi vySetfenimi, ktera by odhalila ptipadné malformace plodu

(Calda, 2013).
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1.4 Laboratorni diagnostika

Protoze je lymska borelioza multisystémové onemocnéni s Casto nespecifickymi
ptiznaky, diagnostika je mnohdy obtizna (Bolehovskd & kol., 2009). K diagnostice se
vyuziva nékolika pfimych a nepiimych metod, které se zpravidla voli podle ptiznakd.
Testovana muze byt cela skala télesnych tekutin a tkani — odebrat se muze cerebrospinalni
tekutina v pfipadé podezieni na neuroborelidzu, synovialni tekutina u projevu artritidy
a v nékterych piipadech, u kterych se vyskytuje EM nebo ACA, lze pfistoupit k provedeni
biopsie kiize. Vzorky lze odebrat i z dalSich tkani, nicmén¢ nejcastéj$i metodou zlstava
stale sérologie testujici vzorek séra nemocného a prokazujici pfitomnost specifickych
protilatek (Brouqui & kol., 2004). Brzka diagnostika lymské boreliozy je dulezita kvili
vCasnému zahdjeni antibiotick¢ 1écby, bez které mnohdy vstupuje do chronicity.
Alarmujici by pro okamzité testovani méla byt erythema migrans nebo jeden z vyse
uvedenych piiznaki nasledujici po piisati klistéte, ktery uvadi okolo 60 % nemocnych
(Bolehovska & kol., 2009).

Vyuziti sérologie je vSak limitujici, protoze nékteré titry sérovych protilatek jsou
detekovatelné az tydny po infekci a dokonce nemusi byt nikdy pozitivni (Pleyer & kol.,
2001). Pro prikaz infekce lymskou borelidzou se vyuziva hlavné sérologickd detekce
imunoglobulinti, coz jsou proteiny, které jsou schopné vézat antigeny. Imunoglobuliny
ttidy M (IgM) jsou pii spusténi specifické imunitni reakce vytvafeny jako prvni a jsou
pozitivni v pfipadé akutniho vystaveni patogenu — sv&d¢i tedy o aktivné probihajici
infekci. Oporoti tomu IgG se vytvaii pozdéji a v krvi se objevuji 2-3 tydny od propuknuti
ndkazy — jsou indikatory jiz prodélané nebo chronické infekce (Schroeder & Cavacini,
2010).

Protoze se stale Cast&ji pristupuje k detekci B. burgdorferi pomoci polymerazoveé
fetézové reakce (PCR), mnoho studii prokazalo borelialni DNA v Klinickych vzorcich se
sensitivitou mezi 20 az 100 %. Laboratorni diagnostika mize byt rozdélena na piimé
metody detekce B. burgdorferi a nepiimé metody, které¢ detekuji imunitni odpoveéd’ proti
boreliim (Pleyer & kol., 2001).

U vSech stadii lymské borelidzy byva krevni obraz v norm¢, zanétlivé markery
zustavaji nizké, ve vyjime¢nych ptipadech byla pozorovana lehka hepatopatie
parenchymatdzniho typu. V pfipadé neuroboreliézy nebo jiného postizeni nervové

soustavy je v mozkomi$nim moku patrny obraz aseptické neuroinfekce (Rohacova, 2012).
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1.4.1 Piimé metody

Mezi ptimé metody se tadi hlavné mikroskopické zjisténi ptitomnosti spirochet
borelii, dale kultivace, polymerazova fetézova reakce (PCR) nebo DNA hybridizace
(Bolehovska & kol., 2009).

K rychlému prikazu borelii se vyuziva zakladni svételné mikroskopie v z&stinu.
Tato metoda je finanéné nendro¢na a lze ji hodnotit miru infikace klistat ve vSech
vyvojovych stadiich (Hulinskd, 2013b). Spole¢n¢ s mikroskopii temného pole nebo
mikroskopii s fazovym kontrastem je vsak kvuli tenkému a transparentnimu télu spirochet
velmi limitovana, a protoze se k diagnostice pfistupuje Casto az v dobé, kdy je borelii
v krvi ptili§ malé mnozstvi, byla v poslednich letech uptednostnéna mikroskopie zalozena
na dvoufazové optimalizované centrifugaci spirochet z krve nebo nakrmenych klist’at.
Princip spoc¢iva v pomalé dvoji centrifugaci krve (minimalné 9—10 ml) pfi rychlosti 500 g
po dobu 5 minut, kdy dojde ke zbaveni supernatantu od erytrocytl a vétSina spirochet tak
zustava v krevni plazmé. Nasledné se tato plazma pienese do nové zkumavky, kde je
odstfedéna pii 5 000 g po dobu 10 minut. Ze vzniklé pelety se vytvofi roztér na podlozni
sklo, ktery se obarvi Giemsovym barvivem (azur, metylénova modi a eosin rozpustény
ve smési glycerolu a metanolu s nafedénim destilovanou vodou) a pozoruje pod
tisicinasobnym zvétSenim. Uziti fluorescenéni mikroskopie k zobrazeni je samoziejmé
mozné, ale finanéné a nastrojoveé naro¢né, ¢imz se omezuje véasna diagnostika v oblastech
bez $pickového laboratorniho vybaveni. Proto je mikroskopie dvoufazové optimalizované
centrifugace obecné jakousi ,,zlatou stiedni cestou* (Larsson & Bergstrom, 2008).

Piima detekce z klinickych vzorkt nebo klist'at prokazuje kultivaci zivé spirochety
vorganismu a K jejimu provedeni se pristupuje pii nutnosti potvrzeni diagnozy
po evidentné prob&hnuté infekci nebo k prikazu ptitomnosti borelii v kuzi ¢i organech.
Borelie vyzaduji vysoce nutricné obohacenou pudu (viz kapitola 1.2.3) a uziva se proto
medii BSK Il, BSK-H, atd. Po 1-14 dnech se provadi kultivace staticka, provadéna
modifikaci ristového prostfedi. Z tohoto diivodu se za 14 dni musi provadét kultivace
Vv kontinualnich podminkach nové ptidy kazdé 4 dny. Rust bakterii ovliviiuje teplota, UV
zafeni, pH prostiedi, osmoticky tlak a oxidoredukéni potencial (Hulinska, 2013b). Umisti-
li se krev sboreliemi do prostiedi s nizsi teplotou (chladnicka), dokazi zit az 9 dni
(Hulinska & kol., 1993).

Velmi spolehlivymi metodami pro detekci lymské borelidzy jsou rtzné druhy

polymerazové fetézové reakce (PCR). Protoze koncentrace spirochet v Krvi je mimo akutni

29



infekei nizka, je lepsi vyuzit bioptického vzorku kize z EM, kde byva nalezena 50-70%
pozitivita, synovialni tekutiny z postizenych kloubt (rovnéz 50-70% pozitivita) nebo
mozkomi$ni mok, kde je vSak pozitivita zna¢né nizsi, a to 10-30 %. Nekteré pokusy in
vitro prokazuji moznost transformace borelii v mozkomi$nim moku do cyst, kdy neni
mozné kvuli ztraté nékterych antigent provést test ELISA a pfistupuje se proto k metodé
PCR, ktera je mimo jiné vhodnd i pro potvrzeni chronické boreliézy. Nejcastéji se vyuziva
polymerazové fetézové reakce oznaCované jako (-PCR (Real-time PCR, polymerazova
fetézova reakce v redlném case), ktera umoziuje detekci a urceni mnozstvi DNA borelii
ze synovidlni tekutiny, mozkomi$niho moku nebo z krve pomoci specifické teploty.
Po antibiotické terapii je vétSina pacientii PCR negativni (Gurcik, 2009).

Mezi molekularni metody fadime jesté DNA hybridizaci, ktera funguje na principu
detekce nukleovych kyselin diky vazb¢ zhotovené prdby, které jsou komplementarni
Kk ur¢ité nukleové kyseling. Pro tuto metodu je potfebna znalost sekvence DNA a izolace

nukleové kyseliny (Hulinské, 2013b).
1.4.2 Neprimé metody

Neptimé metody zjisStuji imunitni odpovéd hostitele proti infekénimu agens.
VétSina laboratornich testil, které se provadi pro zjisténi lymské borelidzy, je zalozena
na detekci protilatek proti B. burgdorferi v séru. Jedna se naptiklad o test ELISA, Western-
blot ¢i nepfimou imunofluorescenéni analyzu (Marques, 2015).

Problémem testovani pomoci nepifimych metod je mnoZstvi imunogennich lipidd,
proteint, lipoproteini a karbohydratovych antigend pfitomnych na povrchu, vnéjsi
membrané ale i v cytoplazmé téla B. burgdorferi. Tyto antigeny nabizi Sirokou Skalu
,ter¢u pro imunoserologické testy (Reed, 2002). Mezi hlavni antigeny se fadi povrchové
proteiny (pfedevsim OspA, OspB, OspC), protein flagellin obsazeny v bic¢iku borelie
a proteiny teplotniho soku (Dressler & kol., 1994). T kdyz B. burgdorferi s.l. obecné
exprimuje podobné antigeny, objevuji se u nich podstatné rozdily, které komplikuji vyvoj
jediného komplexniho sérologického testu, ktery by byl vhodny pro vSechny druhy borelii
(Reed, 2002). Protoze testy ELISA jsou ve vétSiné ptipadl reaktivni proti vSem témto
antigenim, miZe dojit ke zkiizené reaktivité, kterd byla pozorovana napft. se spirochetami
Treponema pallidum. Podobna situace ale nastala i s bakteriemi Escherichia coli, ¢i
s Epstein-Barr virem (Hulinska, 2013b). Obecné je imunitni reakce proti B. burgdorferi

zahajena béhem prvnich nekolika tydnt po infekci, s objevenim specifickych protilatek —
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imunoglobulint M (IgM). Tyto protilatky mohou v krvi pretrvavat az mésice i pres
antimikrobidlni 1ébu, proto nemtize byt pfitomnost IgM povazovana za jediné kritérium
k diagnostice  probéhnuté infekce. VéEtSina pacientt bude mit detekovatelné
imunoglobuliny G (IgG) cca mésic po aktivni infekci. Tyto protilatky, stejné jako IgM,
mohou pietrvat i roky po vymizeni pfiznaki a oba antigeny mohou byt po antimikrobidlni
terapii znané redukovany nebo zcela chybét, pokud je 1écba zahdjena hned v pocatcich
aktivni infekce (Reed, 2002).

Stanoveni protilatek proti boreliim v séru ¢i mozkomi$nim moku metodou ELISA
patii mezi nejbéznéjsi metody s vysokou senzitivitou avSak nizkou specificitou vzhledem
k vysoké séroprevalenci (10-20 % dospélé populace). Kvuli zkiiZzené reaktivité a vyskytu
séronegativnich forem se mohou pojit s uréenim $patné diagnozy (Guréik, 2009). Pokud je
pacient testovan v pocate¢ni fazi onemocnéni, tedy v dob&é casné lokalizované infekce,
séropozitivita specifickych protilatek se pohybuje mezi 20-50 %, Vv Casném
diseminovaném stadiu se zvySuje na 70-90 % a 100 % v pozdnim neboli chronickém
stadiu (Wilske & kol., 2006). 1 zde plati, ze se prvni vytvoii protilatky tiidy IgM, a to
zpravidla do 3-6 tydnt od zacatku infekce, které mohou pietrvavat mésice i roky. Bez
ptitomnosti klinickych pfiznaki vSak tyto protilatky nejsou divodem pro indikaci
antibiotické 1é¢by (Gurcik, 2009).

Potvrzovacim testem po pozitivnim testu ELISA se Casto pfistupuje k provedeni
metody Western-blotu (imunoblotu), ktery by mél mit velmi vysokou specificitu — az 95 %
(Wilske & kol., 2006). Western-blot je vyuzivan taky v piipad¢, kdy neni jisté, zda pacient
opravdu trpi lymskou boreliézou nebo dojde-li k rozporuplnym vysledkim béhem
testovani zakladnimi sérologickymi metodami. Funguje na principu analyzy reakce
protilatek proti riznym proteinovym antigenim borelii nebo detekce rekombinacnich
antigenll. Tim si zaru€uje mnohem ptesnéjsi vysledky, neZ kterymi disponuje test ELISA
s nizkou specificitou. Western-blot se v Evropé provadi s lyzaty nebo s rekombinantnimi
antigeny B. burgdorferi s.s., B. afzelii a B. garinii (Gur¢ik, 2009). Kritéria pro imunoblot,
ktera jsou vydavana CDC, mohou byt aplikovana jen v USA anejsou uplatnitelna
na evropské pacienty (Wilske & kol., 2006). Dle vyzkumu Dresslera a kolektivu (1994) se
mnohou evrop$ti pacienti nakazit lymskou boreliozou od vsech patogennich skupin
spirochety B. Burgdorferi ale infikujici kmen zpravidla neni znam. Navic se zda, Ze
protilatkova odpovéd’ je oproti USA znacné omezena a nelze opomenout také fakt, ze

subklinicky pribéh nemoci je v Evrop€ mnohem castéjs$i. Kombinaci vSech téchto faktort
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je zfejmé, ze sensitivita i specificita sérodiagnostickych testii lymské borelidzy je v Evropé
podstatné nizsi.
Nepiima imunofluorescen¢ni analyza je pak vyuzivana jen velmi ziidka pro detekci

lidskych IgG protilatek vici antigenim B. burgdorferi (Hejnar, 2001).

1.5 Prevence a lé¢ba

1.5.1 Prevence

Nejlepsi prevenci proti potencidlni ndkaze lymskou boreliozou je pochopitelné
vyvarovani se klistatam. Pro lidi, ktefi ¢asto nav§tévuji mista s vysokym vyskytem klist’at,
existuje nékolik jednoduchych opatieni, ktera eliminuji nebo alesponn snizuji riziko
kontaktu s timto rozto¢em. Obecné se doporucuje nosit dlouhé kalhoty, volit svétlou barvu
odévu pro snazsi detekcei klistéte a uzivat repelent (Clark & Hu, 2008).

Pravé repelenty maji v mnoha piipadech nezastupitelnou roli. Bézné dostupné
Sirokospektré  prostiedky obsahujici DEET (N,N-diethyl-3-methylbenzamid) jsou
Vv soucasnosti nejefektivnéjsi pro lidi i zvitata. Nasleduji pfipravky s picaridinem (KBR
3023) a poperidinem. Ob¢ tyto substance maji hodinu od aplikace efektivitu nad 85 %,
po dvou, tfech a ¢tyfech hodinach je efektivita DEET 84 %, 68 % a 71 %. Oproti tomu
KBR 3023 dosahuje podstatné nizsich hodnot; 56 %, 55 % a 54 %. Obecn¢ je tedy vhodné
aplikaci zhruba po hodiné od posledni davky znovu opakovat (Pretorius & kol., 2003).
Na trhu jsou dostupné repelenty DEET s 5-100% koncentraci, pfi¢emz plati, Ze ¢im vyssi
koncentrace, tim del§i dobu je ¢lovek chranén a doba ochrany muze pii téch nejvyssich
doséhnout az 12 hodin. Uginnost je snizovana stykem kiize s vodou, pocenim a jinymi
faktory prostiedi (Salafsky & kol., 2000). Nevyhodou DEET je mozné slabé zdravotni
riziko u déti, je-li pfipravek pouzit ve vysokych koncentracich, a dale riziko poskozeni
riznych plastovych a syntetickych povrchi. Dalsi repelentni prostfedky na ptirodni bazi,
obsahujici Cesnek, eukalyptovy olej nebo vytazky z vonatky citronové (Cymbopogon
citratus) byly testovany pouze proti komarim a maji prokazatelné niz$i G¢innost oproti
DEET i picaridinu (Clark, 2008).

Za druh repelentu lze povazovat i n¢které insekticidy ¢i akaricidy, které, pokud jsou
aplikovany na obleceni, mohou také poskytovat urCitou ochranu. Permethrin, ktery se
bézné uziva k odvsivovani u lidi, se miZe aplikovat na odév ¢i na moskytiéry a slouZi jako

ucinna ochrana pied komary i klistaty (Evans & kol., 1990).
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Pokud dojde k selhani repelentu i ostatnich prostiedkd, velky vyznam v prevenci
ma i bézna denni vizualni kontrola. Je-li totiz klité¢ odstranéno do cca 36 hodin od pfisati,

riziko pienosu borelii do téla hostitele se kvili dlouhé dob¢ transmise minimalizuje (Clark,

2008).
152 Létba

Lécba lymské boreliozy neni ani v soucasné dobé snadnym tukolem, hlavné
z davodu nespecifickych klinickych ptiznaka, ale i kvili nedostatku standardizovanych
sérologickych testi a pfimych detek¢nich metod. Obecné Ize fici, ze antibioticka 1écba je
uc¢innd ve vSech stadiich nemoci a pro vSechny klinické manifestace, nicméné
nejefektivnéj$i je v pocatcich onemocnéni. Volba nejvhodnéjSich antibiotik zavisi
na nékolika faktorech, hlavné na ucinnosti, farmakokinetickych procesech, vedlejsich
ucincich a cené. Nejefektivnéjsi antibiotika, optimalni davka ani ptesnd délka 1é€by nebyla
stanovena pro zadnou z Klinickych manifestaci (Stanek & kol., 2002).

V poslednich letech byl zaznamenan trend dlouhotrvajicich 1é¢eb antibiotiky, které
byvaji ordinovany z diivodu ptetrvavajicich klinickych ptiznakd u pacientd se sérologicky
pozitivnimi ale i negativnimi protildtkami proti Borrelia burgdorferi. Kazuistiky
a nekontrolované studie popisuji uspésnost dlouhotrvajici antibiotické 1é¢by s ¢astym
navratem ptiznakl po jejim ukonceni. ProtoZe vSak byla zaznamendna zna¢nid morbidita
adokonce i dmrti v souvislosti stimto 1ééebnym piistupem, bylo provedeno nékolik
Setfeni, Ktera potvrdila, ze standardni délka 1é¢eni odpovida vysledkim dlouhodobého
uzivani antibiotik a je tak dostacujici (Klempner & kol., 2001). Antibiotickou 1é¢bu je
mozné doplnovat symptomatickou terapii, obzvlast' je nutné pokusit se ztlumit bolesti
souvisejici se zanétem struktur pohybového aparatu. Podadvaji se proto nejcastéji
nesteroidni antirevmatika (ibuprofen, diklofenak, ketoprofen, atp.) popfipad¢ analgetika.
Samotny divod pfetrvavajicich symptomu nebyl dosud urcen (Stanek & kol., 2002;
ValeSova, 2013)

Lécba byva delsi nez u jinych onemocnéni (az 2 tydny), a to hlavné kvili dlouhé
generacni dobé borelii. Nejlepsich vysledki dosahuji betalaktamové a tetracyklinove
preparaty (Kiupka & kol., 2014). U dospélych se, v pfipadé prvniho a druhého stadia
lymské boreliozy s piitomnosti EM ale bez neurologickych problémt, nasazuje 1écba
doxycyklinem 100 mg dvakrat denné, dale amoxicillinem 500 mg tiikrat denné nebo

cefuroxim axetilem 500 mg dvakrat denné, v§e po dobu dvou az tii tydni (Wormser &
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kol., 2011). Doxycyklin ale neni vhodny pro déti do osmi let ani pro gravidni ¢i kojici
zeny. V tomto piipad¢ se doporucuje podavani amoxicilinu — ten ale nemusi byt vzdy
dobie snaSen a jako substituce se podava cefuroxim axetil, jehoz nevyhodou je ale oproti
predchozim preparatim vyssi pofizovaci cena. Jsou-li vSechny tyto moznosti vycerpany,
pristupuje se klécbé makrolidovymi antibiotiky, tedy azitromycinem nebo
klaritromycinem (Kfupka & kol. 2014; Wormser & kol., 2000). V prvni fazi lymské
boreliozy jsou cefalosporinova antibiotika prvni generace netéinna. Ceftriaxony, které je
mozné podat pouze intravendzné¢ za piitomnosti neurologickych symptomii nebo
po selhani lécby penicilinem, jakymi mize byt meningitida nebo postizeni nervu, Se
mohou podavat i détem se stejnymi pfiznaky, a to jeSt€¢ v kombinaci s penicilinem
(Wormser & kol., 2006). Pravé ceftriaxon je kvuli dlouhému polocasu rozpadu udrzovan
v krvi déle nez ostatni antibiotika a snadné&ji se tak dostava do centralni nervové soustavy
(Dattwyler & kol., 1987).

1.6 Epidemiologie

Hlavnimi rezervoary B. burgdorferi jsou v Evropé hlodavci (pifedev§im Muridae
a Sciuridae), hmyzozravci (Soricidae, Erinaceidae), zajicoviti (Leporidae) a ptactvo
(Lindgren & Jaenson, 2006). Larvy, nymfy i dospélce 1ze nalézt na vrcholu stébel trav,
Casto v pozicCi S rozevienym Ustnim ustrojim a prvnim parem kracivych koncetin pro snazsi
uchopeni prochazejiciho hostitele. Jakmile se klist¢ zachyti na hostiteli, vyhleda idealni
misto pro piisati, kterym byva zpravidla oblast hlavy ¢i genitalii. Samotny proces priniku
ustniho ustroji do kuize trva okolo deseti minut (Cook, 2015).

Vyskyt lymské borelidzy ve svété piimo souvisi S rozsitenim hlavniho vektoru —
klistéte. V Evropé je mozné najit primarni pfenasece, klistata Ixodes ricinus a Ixodes
persulcatus, v pobieznich oblastech Baltského mote, dale smérem na jih do celé stiedni
Evropy az k Tichému oceanu. Ixodes persulcatus je vice flexibilni a méné citlivé
k hydrotermalnim zménam prostiedi nez Ixodes ricinus (Lindgren & Jaenson, 2006).
Studie provadéné v Pobalti prokazaly, ze 11,5 % klistat Ixodes ricinus bylo pfenaseci B.
burgdorferi, kdezto u Ixodes persulcatus bylo naméteno az 26,3 % . I kdyz za prenaSece B.
burgdorferi bylo oznac¢eno vice druhii klistat, nebylo prokazano, Ze jsou zaroven schopny
infikovat hostitele lymskou boreliézou (Alekseev & kol., 2001; Lindgren & Jaenson,
2006).
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Sezonni klimatické podminky a s nimi souvisejici zemépisna Sitka a nadmoiska
vySka znacné limituji rozsifeni klistat v Evropé. Vzhledem k tomu, Ze se tyto faktory
Vv poslednich letech podstatné zménily, je mozné klistata nalézt hojn¢ v oblastech do 1 100
m n. m. v Ceské republice, do 1 300 m n. m. v italskych Alpach a podél pobiezi Baltského
moie do 65° s. §. Ve velkych nadmoiskych vySkach, kde byva klima pro pieziti téchto
¢lenovcu ptili§ drsné, je mozné nalézt drobné klistéci populace, které ziji v mistech, které
jsou modelovany tvarem reliéfu a mohou tak nabidnout mirn€j$i podminky (vyssi teplotu,
dostatek vlhkosti) — jedna se o oblasti koryt fek, okolo jezer a pravé podél pobiezi, kde
nejsou zmény podnebi oproti vnitrozemskym oblastem tak markantni (Lindgren &
Jaenson, 2006).

Pocet piipadti nakazenych lymskou boreliézou ve svété od roku 1990 logicky stoupa
a roz$ifuje se 1 areal vyskytu vektorii. Tento nértst v poctu diagnostikovanych lze spojovat
s vy$8i kvalitou diagnostickych testi a celkovym povédomim o této nemoci. Nelze ale
opomenout zmény klimatu béhem poslednich let a se souvisejicim oteplovanim i vyssi
vyskyt klistat. V Evrop¢ je za rok nahlaSeno primérné 85 000 piipadl, nicméné toto Cislo
je zapotiebi brat s nadhledem, protoze mnoho infekci neni kviili ¢astym asymptomatickym
ndkazam vibec diagnostikovano nebo naopak, dochazi casto Kk falesné pozitivnim
vysledkim. Problematickym je rovnéz monitorovani celé situace vyskytu lymské
borelidzy. Zatimco nékteré staty pravidelné hldsi nové ptipady, jiné nehlasi vibec nebo
pouze nékteré piipady v pozdnich stadiich. Ptitom je dikladné sledovani a hlaseni této
nemoci povinné a velmi dulezité, avsak mnohé staty si neuvédomuji zdravotni rizika
souvisejici s chronickymi stadii a postboreliovym syndromem (Sykes, 2014).

Nejrizikovéjsimi skupinami, co se tyce vyskytu onemocnéni, jsou piedevsim lidé
pohybujici se v zalesnénych oblastech — tedy dievorubci, myslivci, lesnici, hajni a farmati.
Zvlastni skupinou silné ohrozenou nakazou lymskou boreliézou je pozemni vojsko, coz
vyplyvé z pravidelného kontrolovani protilatek v krvi (Santino & kol., 1997). N¢které
rekreacni aktivity, jakymi jsou napiiklad orienta¢ni béh, lov a zahradniCeni také zvySuji
riziko styku sklistaty. Nejvyssi sezonni aktivity klistat se lisi podle regionu vyskytu,
ptiCemz denni doba nehraje v jejich aktivit¢ zadnou roli (Lindgren & Jaenson 2006;
Mejlon, 1997).
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Epidemiologicka situace v CR

Ceska republika, patfici do mirného pasu, je svymi klimatickymi podminkami,
biotopy a celkovym geografickym charakterem velmi ptizniva pro vyskyt nejcastéjSiho
vektoru lymské boreliézy v Evropé — klistéte Ixodes ricinus. Absolutni po¢ty nakaZzenych
lymskou boreliézou na tizemi CR se, stejné jako v celém svété, postupné zvysuji diky lepsi
diagnostice a povédomosti o onemocnéni (Janovska, 2013).

Od roku 1986 do roku 2011 bylo nahlaSeno celkem 80 841 piipadi (viz Graf ¢. 1).
Ceskoslovensku, kdy se za¢inalo s nespecifickym antigenem Borrelia recurrentis, ktery
byl od roku 1990 nahrazen specifickym antigenem Borrelia burgdorferi sensu lato,
vyuzivanym dodnes. Pozvolnou fluktuaci hodnot stiida prudky nartst v letech 1993 a 1994
s kulminaci v roce 1995, zpusobeny zvySenym vyskytem klistat béhem téchto tii let.
Incidence v Ceské republice byla v roce 1995 61,2/100 000 obyvatel. Nésleduji roky
stfidani maxima a minima nemocnosti, avsak trend je obecné vzestupny. Znacny pokles je
vidét u roku 1998, kde bylo hlaseno pomérné¢ malé mnozstvi piipadu (2 138), coz je
markantni rozdil oproti roku 1995 s6 302 piipady. Od roku 1999 poéty opét stoupaji
a maxima vrcholi v roce 2000, kdy bylo infikovano 37,45/100 000 osob. Béhem nékolika
nasledujicich let jsou poéty stabilni, mirny nardst je mozné pozorovat v letech 2006
a 2008. K roku 2011 je incidence 45,7/100 000 osob (Janovska, 2013).

Graf & 1: Poet hlasenych ptipadti onemocnéni lymskou boreliézou v Ceské republice

v letech 1986-2011 (podle Janovska, 2013).
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Nejvyssi nemocnost je v CR obecné zaznamenavéana v ¢ervenci, diky trendu lidi
ve vyhledavéani teplych a suchych oblasti (s vysokym vyskytem klist'at) pro sportovni
a spolecenské aktivity, avSak mtize dochdzet i k posunuti do podzimnich az zimnich
mésici. Divodem tohoto posunu je pomérné dlouhd inkuba¢ni doba pii nakaze (az 3
mésice) a Casty asymptomaticky prubéh, piipadné neurcité neurologické a kloubni projevy
v pozdnich stadiich infekce. Rozhodujicim faktorem je zména klimatickych podminek
ataky rizikové chovani osob v endemickych oblastech (Ktiz & Benes, 2014; Kiiz &
Gasparek, 2015).

Graf ¢&. 2: Incidence lymské boreliozy v Ceské republice podle kraji za rok 2011 (podle
Janovska, 2013).
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Nejvyssi incidence V jednotlivych krajich CR dosahuji kraje Vysogina se 128
ptipady na 100 000 obyvatel, Liberecky s 70,2/100 000 a Stiedocesky s 67,1 ptipadem
na 100 000 obyvatel. Divodem tak vysokych cisel je pravdépodobné klimatickd zména,
ktera probiha béhem poslednich desetileti. Ve vSech téchto krajich bylo zaznamenano
zvySovani primérné rocni teploty o 1,5-1,7 % spolecné se zvySenim ptisunu slunecniho
svitu na 116,2-118,9 % pramérného normalu. Roli hraje i zména pudniho fondu, kdy
zacinaji dominovat travnaté plochy a listnaté lesy. Incidenci v ostatnich krajich lIze vidét
v Grafu ¢. 2 (Janovska, 2013).

Nejvice postizenou veékovou kategorii jsou déti, s maximalnim zastoupenim
mezi 5-9 lety, dale dospéli mezi 20-24 lety a star$i 45 let. Je tomu tak pravdépodobné
hlavné kviili ¢astéjSimu pohybu, rekrea¢nim aktivitam v ptirod€ a snaze o aktivni Zivotny
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styl. Z hlediska pohlavi jsou vice postihovany zeny (1,5x vice nez muzi), opét ve véku
nad 45 let. U déti naopak pievazuje vyssi incidence u chlapct mezi 5-14 lety. Na téchto
datech se podili rovnéz prodluZzovani primérné délky zivota a s tim souvisejici vyssi podil
starS$i vékové kategorie v populaci. Roli ovSem miiZze hrat i vét§i zajem o zdravotni stav
a riizné preventivni programy $itici povédomost o lymské borelidze (Kiiz & Benes, 2014;
Kiiz & Gasparek, 2015).

Z hlediska klinické manifestace je v CR nejéastéjsi vyskyt EM (viz Graf ¢. 3). Data
za rok 2014 uvadgji vysledky desetiletého vyzkumu, kde byla EM pozorovana u 59 %
nakazenych osob. Druhym nejc¢astéji pozorovanym ptiznakem jsou neurologické problémy
(viz Graf ¢. 4) zaznamenané u cca 18 %. Tietimi nejéastéji hlaSenymi symptomy jsou
Kloubni problémy a artritidy v 11,4 % a dalsi (Kiiz & Gasparek, 2015).

Graf & 3: Lymska borelidza v CR podle klinickych forem v letech 2002—2011 (podle Kiiz
& Gasparek, 2015 a systému Epidat)
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Graf ¢. 4: Podil jednotlivych diagndz neuroborelidzy v letech 2002-2011 (podle Kiiz &
Gasparek, 2015 a systému Epidat)
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1.7 Vakciny

Vakcinace proti riznym infekcim je vysoce efektivni metoda kontrolujici Sifeni
nemoci. Obecné slouzi k ochrané proti pfenosu vysoce nakazlivych chorob v lidské ale
i zviteci populaci. I kdyz lymska boreliéza neni pfenosna z ¢lovéka na ¢loveka, na vyvoji
vakciny se intenzivné pracuje, protoze jeji Sifeni a nasledky se staly celosvétovym
problémem veiejného zdravi (Embers & Narasimhan, 2013).

Prvni pokusy o vyvoj vakciny zapocaly jiz v dobg, kdy byl pojmenovan patogen
lymské borelidzy (Johnson & kol., 1986). Po roce 1990 se pak vyzkumy zacaly soustiedit
hlavné na povrchové antigeny borelii a pozdéji vyslo najevo, ze ze dvou tehdy zndmych
imunodominantnich proteini — OspA a flagellinu, pouze OspA dokaze vyvolat imunitu
(Schaible & kol., 1990). Nyni uz je znamo, Ze vakcina zalozena na OspA pusobi ponékud
nezvyklym zptsobem — protoze k expresi OspA dochazi predevsim v travicim traktu
klistéte, protilatky tak pisobi mimo télo vakcinovaného jedince. Krev, ktera obsahuje
protilatky je nasana klistétem a k inaktivaci spirochet borelii dojde v téle klistéte jesté pied
prenesenim na c¢lovéka. Aby vakcina timto zptisobem fungovala, je zapotiebi udrzovat

vysoky titr specifickych protilatek, ktery ale postupné klesa pod u¢innou hodnotu z divodu
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absence piimého kontaktu mezi imunitnim systémem ockované osoby a borelii samotnych
(Kiupka & kol., 2008).

Jako dalsi mozny adept pro vyvoj vhodné vakciny se ukazal povrchovy protein
OspC, objeveny v roce 1992. Jeho ucinnost byla testovana na piskomilech infikovanych
boreliemi, které in vitro vykazovaly vysokou expresi OspC, avSak pouze par molekul
OspA (Fikrig & kol., 1992) Protoze je ale OspC u B. burgdorferi s.I. zna¢né polymorfni, je
jeho pouziti pro vakcinu, ktera by byla uc¢inna ve vice geografickych oblastech zna¢né
problematické, protoze by dokdzal vyvolat imunitu pouze proti tém kmenim borelii, které
by exprimovaly totozny sérotyp (Kfupka & kol., 2011).

Vroce 1998 byla U. S. Food and Drug Administration (FDA) schvélena prvni
vakcina proti lymské boreliéze ve Spojenych statech americkych. Byla pojmenovana
LYMErix, av8ak na trhu byla dostupna pouze 4 roky a v roce 2002 byla pro nizky prodej
strachem z moznych nezadoucich uc¢inkt, z trhu stazena. Uzivateli avizované nezadouci
u¢inky vsak nebyly nikdy potvrzeny (Embers & Narasimhan, 2013; Nigrovic &
Thompson, 2007). Na evropsky trh tato vakcina uvedena nebyla, protoze byla mifena
pouze proti B. burgdorferi s.s., kteréd je v Evropé zastoupena minimalné a z tohoto divodu
by nebyla dostate¢né ucinnd. Pravé problematika pfili§ variabilnich povrchovych proteinii
borelii je divodem stagnace ve vyvoji uéinné vakciny pro evropsky trh. Tato variabilita
panuje jednak mezi jednotlivymi druhy, ale i v celém jejich ramci (Kiupka & kol., 2008).
LYMErix jesté nasledovala podobna vakcina ImuLyme, ktera se vSak na trh nikdy
nedostala, jelikoZ vyrobce ani nezazadal FDA o jeji schvaleni (Nigrovic & Thompson,
2007).

Ve vyvoji vakcin se jiz objevuji i dalsi ptistupy. Napiiklad pouziti proteind DbpA ¢i
DbpB, P35 a P37, Oms66, VraA, dale glykolipidového antigenu cholesterolu 6-O-acyl-p-
D-galaktopyranozidu, a v posledni fadé vakciny zaloZzené na DNA, konkrétn¢ vakciny
obsahujici nukleovou kyselinu, ktera koduje OspA ¢i OspC. Na truhu jsou vSak dostupné
pouze vakciny veterinarni, a to pfedevsim pro psy. Na americkém trhu lze nalézt LymeVax
(Fort Dodge), GalaxyLyme (Shering Plouhg) Recombitek (Merial) a ProLyme (Intervet),
v Némecku Merilym (Merial) a v Ceské republice Biocan B a Borrelym 3 (Bioveta). I kdyz
jsou tyto vakciny ucinné a hojné pouzivane, jsou protektivni pouze proti malému spektru
kment borelii, a z tohoto diivodu je zapotiebi psy opakované revakcinovat (Kiupka & kol.,
2011).
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2 MATERIAL A PRISTROJOVE VYBAVENI

2.1 Biologicky material

Byly pouzity bakterialni druhy B. lusitaniae (CIP 105366), B. valaisiana (CIP
105367), B. bissettii (CIP 109136), B. burgdorferi s.s. (DSM 4681), B. afzelii (DSM
10508, typovy kmen), B. garinii (terénni izolat, Brno), B. garinii (terénni izolat, Brno), B.
afzelii (terénni izolat, Ceské Budgjovice), B. burgdorferi s.s. (terénni izolat, Ceské
Budg¢jovice), B. garinii (terénni izolat, Brno), B. afzelii (kmen DSM 16073), B. burgdorferi
s.s. (kmen SCW-53). Tyto kmeny byly lyzovany ultrazvukem a lyzat pouZzit na coating
ELISA desek. Pro vakcinaci byly pouzity experimentalni mysi kmene Balb/c.

2.2 Chemikalie a roztoky

e deionizovana voda

e chlorid sodny

e chlorid draselny

e dodekahydrat hydrogenfosfore¢nan sodny

e dihydrogenfosfore¢nan draselny

e Tween 20

e odstfedéné suSené mléko

e hovézi sérovy albumin

e dodekahydrat hydrogenfosfore¢nan disodny
e Kkyselina citronova

e 96% kyselina sirova

1M kyselina sirova:
e 472 ml deionizované vody

e 28 ml 96% kyseliny sirové

OPD pufr:
e 18,4 g dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu disodného
e 5,1 g kyseliny citronoveé
e rozpustit v 800 ml deionizované vody
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e upravitpHna5

e doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Pracovni roztok 1x PBS:
e 900 ml deionizované vody
e 100 ml zasobniho roztoku 10x PBS

Roztok 1% albuminu v PBS s Tweenem 20:
e 450 ml deionizované vody
e 50 ml z&sobniho roztoku 10x PBS
e 250 pl Tweenu 20

e 5 ghovéziho sérového albuminu

Roztok 5% mléka v PBS s Tweenem 20:

e 450 ml deionizované vody
e 50 ml z&sobniho roztoku 10x PBS
e 250 pl Tweenu 20

e 25 g odstiedéného suseného mléka

Roztok PBS s Tweenem 20:
e 900 ml deionizované vody
e 100 ml zasobniho roztoku 10x PBS

e 0,5ml Tweenu 20

Zéasobni roztok 10x PBS:
e 240 g chloridu sodného
e 69 chloridu draselného
e 40,08 g dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu sodného
e 6 g dihydrogenfosforecnanu draselného

e 3l deionizované vody

2.3 Vakciny

e Alum polyC
e Alum wildtype C



2.4

2.5

2.6

polyC lipozom
wildtype C lipozom

Kultivaéni media

Barbour-Stoenner-Kelly

Laboratorni pristroje

ELISA spektrofotometr Epoch
chladnic¢ka CNsI 3033

laboratorni vahy 1,25 — 500 g

magnetickd michacka Big squid white
mikropipeta Finnpipette 1 — 5 ml
mikropipeta Finnpipette F1 0,2 — 2 pl
mikropipeta Finnpipette F1 100 — 1000 pl
mikropipeta Finnpipette F1 2 — 20 pl
mikropipeta Finnpipette F1 20 — 200 pl
mikropipeta Finnpipette F230 — 300 ul — dvanactikanalova
mraznicka G 1231

pH metr 3310

promyvacka ELx405

standardni pocitacové vybaveni

vyrobnik deionizované vody AQUAL 29 XL

Spotiebni material

pipetovaci $picky (20 pl, 200 pl, 1000 pl, 5 ml)

43



3 METODY

3.1

Imunochemicky test ELISA

Do kazdé jamky mikrotitrani desticky se napipetuje 100 pl roztoku lyzatu pouzitych
kmeni borelii o koncentraci 10 pl/ml. Nasledné se mikrotitracni desticky umisti pfes
noc do chladove mistnosti.

Jamky mikrotitra¢nich desticek promyjeme 3x roztokem PBS pufru. Nasledné
do kazdé jamky nepipetujeme 300 ul 5% mléka v PBS s Tweenem 20. Déle probiha
blokovani pii pokojové teploté po dobu 2 hodin. Po této dobé mléko vyklepneme
z jamek a ty promyjeme 2x roztokem PBS s Tweenem 20.

Mysi séra, kterd jsme ziskali pfi prvnim odbéru, nafedime roztokem 1% albuminu
v PBS s Tweenem 20 v poméru 1 : 2 000.

Do jamek mikrotitra¢nich desticek nepipetujeme 100 pl 1% albuminu v PBS
s Tweenem 20. Nasledné do jamky A2 napipetujeme 100 pl standardu, obsah jamky
promichdme a 100 pl roztoku pieneseme do jamky A3. Stejné postupujeme, dokud
nedosdhneme jamky A11, okdud se 100 pl roztoku odpipetuje.

Vzorky séra nanasime dvakrat do jamek B2-B11 v mnozstvi 100 pl. Obsah téchto
jamek promichame a 100 pl pfeneseme do jamek C2-C11. Takto postupujeme az
k jamkam G2 — Gl11. Odtud 100 pl opét odpipetujeme a nechame inkubovat
v chladové mistnosti do dalSiho dne.

Mikrotitraéni jamky desticky 5x promyjeme PBS s Tweenem 20. Sekundarni
protilatku nafedime roztokem 1% albuminu v PBS s Tweenem 20 a do vSech jamek
nepipetujeme 100 pl. Inkubace probiha v mistnosti s pokojovou teplotou 1,5 hodiny.
Jamky mikrotitranich desticek znovu 5x promyjeme PBS s Tweenem 20. Do kazdé
z jamek nepipetujeme 100 pl reakéniho roztoku OPD a nechdme inkubovat od 2
do 20 minut podle rychlosti vyvoje Zlutého zbarveni. Reakci zastavime 100 pl
kyseliny sirové, kterou pfiddme do kazdé jamky.

Absorbanci mefime spektrofotometrem ELISA a zaznamendvame programem GemS5.
Odtud exportujeme data do programu Microsoft Excel a vyhotovime grafy

pro piehlednéjsi zobrazeni reaktivity.
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4 PRAKTICKA CAST S VYSLEDKY

V praktické c¢asti své bakalarské prace jsem se vénovala zvladnuti zakladnich
imunochemickych metod (ptedevs§im imunochemického testu ELISA)
pro charakteristickou protilatkovou imunitni odpovéd’, které byly soucasti zkoumani
vlastnosti potencialni protektivni vakciny proti lymské boreliéze. Ukolem této prototypové
vakciny bylo navodit specifickou imunitu proti Sirokému spektru patogennich kment
borelii. Protoze se vSak tyto druhy lisi strukturou povrchovych antigent (OspA, OspC,
atd.), vhodnym feSenim jsou tvorby chimerickych polyepitopti rekombinantnich proteint
OspA a OspC, které by se mohly stat potencialnimi humannimi vakcinami. Cilem bylo
tedy testovani vlastnosti rekombinantniho polyepitopu, ktery obsahoval C-terminalni
motivy Sesti imunodominantnich epitopli OspC antigenli nejvyznamnéjSich patogennich
kment B. burgdorferi s.. a srovnani imunogennich vlastnosti tohoto chimerického
polyepitopu OspC (polyOspC) s monovalentnim rekombinantnim antigenem OspC
(monoOspC) pro B. burgdorferi s.s. na my$im modelu.

Reaktivita sér byla pozorovana na lyzatovém panelu borelii, které byly ziskany
z dostupnych bakterialnich sbirek, kultivovany v mediu BSK pti 34 °C a lyzovany pomoci
ultrazvuku. V nasem ptipadé bylo pouzito 12 riznych kment borelii (viz Tabulka ¢. 2),
kterymi bylo imunizovano Sest skupin laboratornich mysi kmene Balb/c, ¥ %, o hmotnosti
20-25 gramu, kdy v kazdé ze Sesti skupin bylo pfitomno 5 mysi (viz Tabulka ¢. 3). Ty byly
posléze naockovany obéma proteiny — polyOspC obsahujici 6 typti OspC (viz Tabulka ¢.
4) a monoOspC, jejichz reaktivita v mySim séru byla srovnavana imunochemickou
analytickou metodou ELISA a jeji podrobné vysledky pro vSechny pouzité kmeny lze vidét
Vv tabulkach a grafech ¢. 5 — 16. ProtoZe rekombinantni proteiny jsou obecné slabymi
imunogeny, pfidani adjuvans, coZ je anorganickd ¢i organickd chemicka latka, ktera
zesiluje imunitni reakci na pouzity antigen, je dulezitym faktorem. V nasem piipadé byl
pouzit AI(OH)s — hydroxid hlinity. Je zapotiebi zminit i lipozomy, které Ize diky jejich
amfifilnimu charakteru pouzit jako transportni jednotky pro dopraveni antigenii nebo
adjuvans, protoze do nich lze enkapsulovat ruzné latky (Kifupka & kol., 2012; Prymula,
2009) Samotna vakcinace byla zopakovana po 14 dnech a po dalSich 14 dnech byly

odebrany vzorky.
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Tabulka €. 2: Pouzité kmeny borelii

Oznaceni Bakterialni druh Bakterialni kmen/izolat
C B. lusitaniae CIP 105366
D B. valaisiana CIP 105367
E B. bissettii CIP 109136
F B. burgdorferi s.s. DSM 4681
G B. afzelii DSM 10508, typovy kmen
| B. garinii Terénni izolat, Brno
J B. garinii Terénni izolat, Brno
L B. afzelii Terénni izolat, C. Bud&jovice
N B. burgdorferi s.s. Terénni izolat, C. Bud&jovice
T B. garinii Terénni izolat Brno
w B. afzelii Kmen DSM 16073
Y B. burgdorferi s.s. Kmen SCW-53

Tabulka €. 3: Pehled skupin laboratornich mysi a druhti imunizace

Cislo skupiny laboratornich mysi

Druh imunizace

negativni kontrola

polyC lipozom

wildtype C lipozom

v Alum polyC
\/ Alum wildtype C
VI kontrola Alum

Tabulka €. 4: Prehled kmenti borelii a pouzitych typt OspC

Kmen borelie Typ pouZitého OspC
B. burgdorferi s.s. A B, I K
B. afzelii Pko
B. garinii PKi
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Tabulka ¢. 5: Vysledky testu ELISA pro B. lusitaniae, CIP 105366 (autofi: Bundilova, Bfezikova)

0,0625 0,063 0,06 0,052 0,051 0,05 0,0505 0,053 0,0525 0,078
0,687 0,4485 0,2835 0,188 0,1305 0,1035 0,0785 0,067 0,0585 0,056
0,2075 0,1505 0,1145 0,0895 0,074 0,064 0,058 0,054 0,0525 0,0525
0,3775 0,283 0,216 0,1615 0,1175 0,0925 0,073 0,0685 0,06 0,057
0,182 0,134 0,1065 0,09 0,0795 0,067 0,0615 0,056 0,0575 0,0545
0,0435 0,0435 0,046 0,046 0,0455 0,0455 0,0455 0,043 0,047 0,0455

Graf ¢&. 5: Vysledky testu ELISA pro B. lusitaniae, CIP 105366 (autofi: Bundilova, Biezikova)
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Tabulka ¢. 6: Vysledky testu ELISA pro B. valasiana, CIP 105367 (autofi: Bundilova, Biezikova)

0,2 0,1555 0,1085 0,086 0,073 0,067 0,0645 0,061 0,0595 0,0625
0,1145 0,0785 0,069 0,067 0,0605 0,0605 0,0615 0,0585 0,058 0,063
0,4105 0,352 0,306 0,2195 0,137 0,0985 0,0785 0,067 0,064 0,069

0,379 0,3055 0,2385 0,218 0,1625 0,116 0,0895 0,071 0,0775 0,067
0,1985 0,117 0,0885 0,075 0,066 0,061 0,0575 0,0565 0,063 0,0695
0,159 0,106 0,0825 0,0665 0,06 0,063 0,0565 0,0555 0,0595 0,065

Graf ¢&. 6: Vysledky testu ELISA pro B. valasiana, CIP 105367 (autofi: Bundilova, Btezikova)
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Tabulka ¢&. 7: Vysledky testu ELISA pro B. bissettii, CIP 109136 (autofi: Bundilova, Bfezikova)

0,155 0,0955 0,0695 0,058 0,0525 0,052 0,049 0,057 0,051 0,05
0,7585 0,603 0,4395 0,3055 0,2135 0,1415 0,102 0,0775 0,0655 0,062
0,5205 0,358 0,227 0,148 0,0945 0,0735 0,057 0,051 0,05 0,049

0,83 0,6675 0,5345 0,379 0,263 0,181 0,1235 0,09 0,0735 0,061
0,3385 0,264 0,197 0,1265 0,0955 0,0775 0,0625 0,0555 0,057 0,0565
0,0835 0,0705 0,0635 0,0585 0,052 0,05 0,057 0,0515 0,0515 0,053

Graf ¢. 7: Vysledky testu ELISA pro B. bissettii, CIP 109136 (autofi: Bundilova, Btezikova)
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Tabulka ¢&. 8: Vysledky testu ELISA pro B. burgdorferi s.s., DSM 4681 (autofi: Bundilova, Btezikova)

0,0625 0,063 0,06 0,052 0,051 0,05 0,0505 0,053 0,0525 0,078
0,687 0,4485 0,2835 0,188 0,1305 0,1035 0,0785 0,067 0,0585 0,056
0,2075 0,1505 0,1145 0,0895 0,074 0,064 0,058 0,054 0,0525 0,0525
0,3775 0,283 0,216 0,1615 0,1175 0,0925 0,073 0,0685 0,06 0,057
0,182 0,134 0,1065 0,09 0,0795 0,067 0,0615 0,056 0,0575 0,0545
0,0435 0,0435 0,046 0,046 0,0455 0,0455 0,0455 0,043 0,047 0,0455

Graf ¢&. 8: Vysledky testu ELISA pro B. burgdorferi s.s., DSM 4681 (autofi: Bundilova, Bfezikova)
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Tabulka ¢. 9: Vysledky testu ELISA pro B. afzelii, DSM 10508, typovy kmen (autofi: Bundilova, Biezikova)

0,2225 0,125 0,087 0,0705 0,062 0,0575 0,0565 0,0575 0,052 0,053
0,085 0,0765 0,075 0,0595 0,0605 0,0565 0,0555 0,0585 0,0545 0,059
0,43 0,3095 0,1905 0,126 0,093 0,0785 0,0635 0,0595 0,055 0,0555
0,3465 0,2905 0,2185 0,155 0,111 0,0825 0,07 0,0815 0,0585 0,0585
0,191 0,1195 0,09 0,077 0,0655 0,06 0,057 0,056 0,0725 0,0585
0,111 0,087 0,0755 0,0685 0,0605 0,056 0,055 0,0575 0,0565 0,058

Graf ¢. 9: Vysledky testu ELISA pro B. afzelii, DSM 10508, typovy kmen (autofi: Bundilova, Bfezikova)
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Tabulka ¢&. 10: Vysledky testu ELISA pro B. garinii, terénni izolat, Brno (autofi: Bundilova, Biezikova)

1:2000 1:4000 1:8000 1:16 000 1:32000 1:64000 | 1:128000 | 1:256000 | 1:512000 | 1:1 024000
I 0,184 0,113 0,0835 0,066 0,067 0,0555 0,052 0,053 0,051 0,0515
Il 0,1565 0,1385 0,1105 0,09 0,075 0,0635 0,063 0,056 0,0515 0,0585
1] 0,3925 0,232 0,1445 0,094 0,075 0,07 0,062 0,0525 0,057 0,0515
1% 0,4945 0,3595 0,2605 0,1805 0,128 0,0945 0,0735 0,0615 0,055 0,0525
Vv 0,1095 0,076 0,061 0,054 0,054 0,051 0,05 0,05 0,049 0,051
Vi 0,0865 0,073 0,0645 0,054 0,075 0,053 0,051 0,051 0,0505 0,0505

Graf ¢. 10: Vysledky testu ELISA pro B. garinii, terénni izolat, Brno (autofi: Bundilova, Biezikova)
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Tabulka ¢&. 11: Vysledky testu ELISA pro B. garinii, terénni izolat, Brno (autofi: Bundilova, Biezikova)

0,174 0,126 0,093 0,0715 0,0615 0,0585 0,0545 0,053 0,0515 0,0535
0,098 0,076 0,0675 0,061 0,057 0,0535 0,0525 0,0545 0,0545 0,051
0,4 0,3035 0,2315 0,16 0,113 0,0875 0,069 0,06 0,0565 0,0555
0,4055 0,2815 0,258 0,199 0,1445 0,103 0,0815 0,067 0,0605 0,0575
0,3405 0,218 0,144 0,114 0,079 0,067 0,0595 0,058 0,054 0,0555
0,1495 0,105 0,079 0,071 0,061 0,057 0,055 0,0555 0,055 0,0555

Tabulka ¢&. 11: Vysledky testu ELISA pro B. garinii, terénni izolat, Brno (autofi: Bundilova, Btezikova)
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Tabulka & 12: Vysledky testu ELISA pro B. afzelii, terénni izolat, Ceské Budé&jovice (autofi: Bundilova, Bfezikové)

1:2000 1:4000 1:8000 1:16 000 1:32000 1:64000 | 1:128000 | 1:256000 1:512000 | 1:1024 000
I 0,1075 0,0965 0,079 0,055 0,0495 0,0515 0,048 0,0475 0,0485
Il 0,1255 0,0915 0,0725 0,061 0,05 0,055 0,048 0,0485 0,048
1] 0,3845 0,253 0,1555 0,1045 0,0705 0,0595 0,0575 0,0485 0,048 0,0505
1% 0,1685 0,1245 0,0905 0,0725 0,0615 0,0565 0,051 0,0505 0,0495 0,0485
Vv 0,256 0,148 0,1045 0,076 0,0665 0,0515 0,051 0,0485 0,0485
Vi 0,094 0,0685 0,057 0,054 0,05 0,0485 0,048 0,0475 0,0475

Graf & 12: Vysledky testu ELISA pro B. afzelii, terénni izolat, Ceské Bud&jovice (autofi: Bundilova, Biezikova)
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Tabulka ¢&. 13: Vysledky testu ELISA pro B. burgdorferi s.s., terénni izolat, Ceské Bud&jovice (autofi: Bundilova, Biezikova)

1:2000 1:4000 1:8000 1:16 000 1:32000 1:64000 | 1:128000 | 1:256000 | 1:512000 | 1:1024 000
I 0,0815 0,065 0,058 0,0535 0,0495 0,0485 0,0475 0,051 0,0485 0,0515
Il 0,242 0,175 0,1255 0,0855 0,065 0,064 0,054 0,0505 0,049 0,049
1] 0,248 0,184 0,1385 0,091 0,0665 0,057 0,052 0,049 0,049 0,047
1% 0,3465 0,249 0,179 0,1175 0,092 0,0715 0,059 0,053 0,0505 0,05
Vv 0,2125 0,154 0,108 0,074 0,064 0,055 0,0535 0,05 0,048 0,047
Vi 0,061 0,0545 0,0515 0,049 0,0485 0,0485 0,0475 0,05 0,048 0,0475

Graf &. 13: Vysledky testu ELISA pro B. burgdorferi s.s., terénni izolat, Ceské Bud&jovice (autofi: Bundilova, Biezikova)
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Tabulka ¢&. 14: Vysledky testu ELISA pro B. garinii, terénni izolat, Brno (autofi: Bundilova, Biezikova)

0,5085 0,2615 0,173 0,131 0,111 0,104 0,1025 0,1075 0,109 0,135
0,8645 0,6665 0,507 0,3515 0,2345 0,173 0,126 0,1145 0,1075 0,1085
0,714 0,5155 0,3475 0,2115 0,153 0,128 0,099 0,0975 0,0985 0,1295
0,999 0,907 0,732 0,5505 0,384 0,2615 0,181 0,1455 0,136 0,1495
0,4065 0,236 0,15 0,1195 0,1 0,097 0,0965 0,105 0,114 0,127
0,376 0,231 0,1535 0,1095 0,0955 0,09 0,118 0,095 0,1125 0,099

Graf ¢. 14: Vysledky testu ELISA pro B. garinii, terénni izolat, Brno (autofi: Bundilova, Biezikova)
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Tabulka ¢&. 15: Vysledky testu ELISA pro B. afzelii, kmen DSM 16073 (autofi: Bundilova, Biezikova)

0,062 0,062 0,052 0,05 0,049 0,048 0,049 0,047 0,048 0,05
0,084 0,069 0,061 0,055 0,061 0,051 0,05 0,048 0,049 0,048
0,353 0,247 0,159 0,106 0,078 0,064 0,056 0,054 0,05 0,049
0,163 0,119 0,086 0,07 0,06 0,053 0,052 0,05 0,086 0,049
0,259 0,185 0,125 0,085 0,067 0,062 0,053 0,052 0,053 0,055
0,058 0,052 0,049 0,05 0,052 0,049 0,049 0,048 0,05 0,048

Graf ¢&. 15: Vysledky testu ELISA pro B. afzelii, kmen DSM 16073 (autofi: Bundilova, Biezikova)
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Tabulka ¢&. 16: Vysledky testu ELISA pro B. burgdorferi s.s., kmen SCW-53 (autofi: Bundilova, Biezikova)

0,1 0,071 0,06 0,051 0,0485 0,045 0,046 0,0475 0,05 0,046
0,516 0,353 0,2355 0,162 0,108 0,0755 0,0615 0,0535 0,0485 0,047
0,4015 0,26 0,169 0,104 0,073 0,059 0,052 0,049 0,0465 0,0475
0,3865 0,278 0,1865 0,1315 0,0935 0,072 0,058 0,056 0,0505 0,052
0,2425 0,159 0,104 0,079 0,0625 0,0545 0,051 0,047 0,0485 0,048
0,0695 0,057 0,052 0,052 0,0485 0,0485 0,047 0,0465 0,0495 0,0465

Graf ¢. 16: Vysledky testu ELISA pro B. burgdorferi s.s., kmen SCW-53 (autofi: Bundilova, Biezikova)
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Na zékladé reakci obou proteinti bylo zjisténo, ze chimericky polyepitop OspC
indukoval protilatky, které rozliSovaly kmeny B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. garinii,
B. lusitaniae, B. valaisiana a B. bissetti a m¢l v 10 ze 12 piipadi vyrazné silngjsi
reaktivitu nez monovalentni rekombinanti OspC. Pouze ve dvou piipadech doslo k nizsi
reakci polyOspC, konkrétné u dvou testovanych kmend B. afzelii, u kterych mohla byt
vyssi reaktivita monoOspC zptsobena antigenni odlehlosti téchto kmend od OspC typu
Pko pouzitého pro konstrukci polyOspC. Dale se prokazalo, ze proteolipozomy OspC
indukuji specifické protilatky v intenzité srovnatelné s AI(OH)s. Vysledky reaktivity sér
1ze vidét v souhrnném Grafu ¢. 17.

Tento vyzkum byl prezentovan na XXXIII. sjezdu ¢eskych a slovenskych alergologti

a klinickych imunologi formou posteru (viz Ptiloha II) a byl ocenén prvnim mistem.

Graf ¢. 17: Reaktivita sér imunizovanych mysi s lyzaty jednotlivych kment borelii (autor:
Michal Ktupka)
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Obrazek ¢. 6: Srovnani struktury mono- a polyOspC (autor: Michal Kiupka)
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5 DIDAKTICKA ANALYZA ODBORNEHO TEMATU

Zarazeni problematiky lymské boreliozy do vzdélavani je pomérné svizelné,
pfedevsim proto, ze se jedna o téma ponckud uzké a slozité. Da se vSak uchopit nékolika
riznymi zpisoby a z mého pohledu je pro zéky asi nejpiinosnéjsi ¢asti prevence, kterou 1ze
nejen pomérné hezky pfipravit, ale zaroven je pro n¢ ze vSech kapitol nejdilezitéjsi. Cilila
jsem na zaky 2. stupn¢ zakladnich skol, jelikoz velké mnozstvi déti tohoto véku navstévuje
pravidelné letni tdbory nebo obecné pobyva nejvice v piirodé, kde je riziko styku s klistaty
nejvyssi a s nim pochopitelné i riziko nakazy lymskou boreliézou. Protoze nemoc poléha
dle SZU povinnosti hlaseni kazdého piipadu (Kiiz & Gasparek, 2015), mély by tomu
odpovidat i tdborova opatieni. VSechna pfisata klistata by m¢l zdravotnik béhem tabora
zaznamenavat do zdravotnického deniku, ktery je dle vyhlaSky Ministerstva zdravotnictvi
¢. 106/2001 Sb. ze dne 2. bfezna 2001 povinen vést. Po skonceni akce je pak doporuc¢eno
piedat kazdému rodici informace o po¢tu a mistu prisatych klist'at, aby se mohl, v ptipadé
vyskytu ptiznakli odpovidajicich lymské borelidze eventudlné i1 klistové encefalitidé,
obratit na oSetfujiciho lékate a dale adekvatné postupovat. ProtoZze pfedani téchto
informaci ze zdravotnického deniku zdkonnému zastupci uz povinné neni, preventivni
programy o lymské boreliéze jsou pro zéky vhodné pravé z tohoto diivodu.

Z hlediska Ramcového vzdélavaciho programu pro zékladni vzdélavani se prevence
lymské borelidzy nachazi na pomezi nékolika vzdélavacich oblasti. Nejvice vSak dle mého
nazoru odpovida vzdélavaci oblasti Clovék a pfiroda ve vzdélavacim oboru Piirodopis
a okruhu Biologie ¢lovéka ¢i Biologie zivocichti (RVP, 2016). Pro toto téma bohaté
postacuje jedna vyu€ovaci hodina nebo pouze jeji ¢ast, za vyukové prosttedi bych zvolila
t¥idu & posluchdrnu a nejlepsi formu vyuky pravdépodobné hromadnou vyuku (NUOV,
2010). Za optimalni vyuCovaci metodu piichazi v Ovahu vyklad doprovazeny
powerpointovou prezentaci, popiipadé demonstracni vyklad, pro snazs§i predstaveni
probirané latky doprovazené nazornym piedvedenim materialu (Nezvalova, 20006), za ktery
1ze povazovat naptiklad nachytana riizna stadia kliSt'at pro porovnani velikosti.

Pro snaz$i predstavivost jsem vytvofila stru¢né nastinéni hlavnich vyukovych cila
spolecné s informacnim letackem pro zaky, kde jsou shrnuty veSkeré zakladni informace
tykajici se lymské boreliézy (viz Piiloha I) a mél by jim poslouzit v pfipadé nalezeni

ptisatého klistéte, pozorovani typickych ptiznakl nebo diagnostikovani lymské boreliozy.
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Hlavni vyukové cile:

e 74k je schopen popsat lymskou borelidzu a identifikovat jejiho pienasece.

e 74k vi, jaké jsou preventivni opatieni proti lymské boreliéze.
e 74k vi, jak spravné odstranit k1i§ts.

e 74k dokaze identifikovat piiznaky lymské borelidzy.

e 74k chape, jak je lymska borelioza 1é¢ena.

e 74k zna hlavni mista a obdobi vyskytu klistat a lymské boreliozy.
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ZAVER

V ramci praktické Casti jsem spolupracovala na zkoumani a vyhodnocovani
imunogennich vlastnosti potencialni vakciny proti lymské boreliéze, kterd by navodila
specifickou imunitu proti Sirokému spektru patogennich kmenii borelii. Porovnavany byly
ucinky chimerického polyepitopu OspC obsahujiciho 6 typi OspC a monovalentniho
rekombinantniho antigenu OspC na experimentalnich mySich kmene Balb/c. Ty byly
nejprve imunizovany 12 rozdilnymi kmeny borelii a nasledné¢ obéma proteiny. Vakcinace
byla nasledné zopakovéana po 14 dnech a za dalsi dva tydny byly odebrany vzorky, jejichz
reaktivita byla vyhodnocovana pomoci imunochemického testu ELISA. Ty jasné
prokazaly, Ze polyOspC indukoval protilatky, které rozliSovaly kmeny B. burgdorferi s.s,
B. afzelii, B. garinii, B. lusitaniae, B. valaisiana a B. bissetti, konkrétné¢ v 10 z 12
vyhodnocenych piipadi. Niz§i reaktivita oproti monovalentnimu rekombinantnimu
antigenu OspC byla pozorovana jen ve dvou pfipadech u kmene B. afzelii, kde se muze
jednat o antigenni odlehlost OspC typu Pko, ktery byl pouzit pro konstrukci chimerického
polyepitopu. Lze tedy tvrdit, Ze polyOspC ma znacny potencidl stdt se prototypovou

vakcinou.
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Priloha I (autor: Katetfina Bundilova)

YMSKA BORELIOZA .\

...a €O O ni potrebuji védét

v Co je to Lymska boreliéza?

Lymska boreliéza je onemocnéni zplisobené bakteriemi,
které pfenasi roztoci — klistata. Tyto bakterie se do téla
dostanou pfi prisati klistéte. Je to nejcastéjsi nemoc
prendsend ¢lenovci ve svété, a pokud neni léena, mize
zpUsobovat vleklé zdravotni problémy.

v' Jak ji predchézet?

Nejlepsi prevenci je kontrola téla po kaidém pobytu v pfirodé. Déle noseni dlouhého rukdvu a
kalhot, idealné svétlé barvy pro snazsi detekci klistat. Nymfy a larvy jsou tak malé, Ze je mnohdy
velmi snadné je piehlédnout. Kontrolu téla je proto nutné provadét pofadné!

Obr. 3 v' Co délat, kdyZ uz najdu prisaté kliste?

Jakmile najdes prisaté klisté, je zapotiebi jej
co nejrychleji odstranit. Nejlepsim zpGsobem
je uchopit klisté pinzetou tésné za mistem
vkusu a opatrné jej vytrhnout. Ustni Gstroji
klistéte vypada jako rovna pilka, proto nema
smysl s klistétem zbytecné kroutit.

v’ Varovné signaly

To, Ze jsi nasel prisaté klisté, jesté neznamend, Ze jsi nakaZeny
lymskou boreliézou! Je ale zapotiebi, abys misto, kde klisté bylo,
pravidelné nékolik dni kontroloval. Malé zarudnuti je béiné a
normalni. Pokud se ale objevi skvrna, kterd vypada trochu jako
stielecky ter¢, navstiv co nejdrive svého oSetfujiciho Iékare. To samé
plati, pokud se u tebe s odstupem ¢asu objevi necitlivost ve tvafi,
poklesly koutek ust nebo napfiklad otok (koleno, kotnik, atd.).
Nemél bys podceriovat ani vyraznéjsi unavu, bolesti hlavy, svali ¢i
kloubdi. Boreliéza ma mnoho zplsobU, kterymi se mize projevit!

\w

Nahly otok na koncetiné
Obr.5

- K §
Skvrna v misté prisati klistéte Obrna licniho nervu

v’ Jakse lé&i?

Proti borelidze zatim neexistuje zadnd vakcina, kterd by té mohla ochranit. NejduleZitéjsi je proto
prevence! KdyZ uZ ti Iékaf z krve zjisti, Ze boreliozu mas, pravdépodobné dostanes antibiotika,
které budes brat asi dva tydny. V takovém pfipadé by tvé priznaky mély brzy vymizet bez trvalych
nasledku ¢&i vieklych problémd.

v Kde se v Ceské republice nachazi nejvice infikovanych klistat?

Nejvice infikovanych klistat Ize nalézt v okresech Kutna Hora, Pferov a Uherské Hradisté. To viak
neznamena, ze se borelidzou nemuze$ nakazit ani v misté, kde je jeji vyskyt nizsi. Davej si proto
pozor na viech travnatych loukdch, v listnatych ale i jehliénatych lesich, a to hlavné mezi jarem a
podzimem, kdy je aktivita klistat nejvétsi.

Borelie
% pozitivnich klistat

Obr. 1: http:// nd. il 2016/12/IMG: icit il original.jpg [online] [cit. 2017-04-12] - upraveno
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Piiloha 11 (autor: Michal Kiupka)

Rekombinantni polyepitop odvozeny od vybranych
antigennich variant proteinu OspC Borrelia burgdorferi
sensu lato indukuje na mysim modelu specifickou
protilatkovou odpovéd’ proti Sirokému spektru kment
Borrelii
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Lymeska boreli6za je multisystémové onemocnéni zpusobované
spirochetami druhového komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.) a

prenasené klistaty. U Casti pacientl i po jejim prodélani pretrvavaji Pouzité bakterialni kmeny

chronické zdravotni problémy s nejasnou etiologii. Vyvoj vakciny je C - B. lusitaniae, kmen CIP 105366
znaéné komplikovan vyraznou variabilitou v ramci komplexu B. burgdorferi D - B. valaisiana, kmen CIP 105367
s.l. Dosud bylo popsano nejméné 9 druhu patogennich pro clovéka, E - B. bissettii, kmen CIP 109136
vyrazna je ale také variabilita vnitrodruhova. U nami testovaného antigenu F - B. burgdorferi s.s., kmen DSM 4681
OspC (outer surface protein C) bylo dosud popsano cca 40 sekvenéné G- B afzelii, DSM 10508, typovy kmen
odlidnych variant, pro konstrukci Siroce protektivni vakciny tak bude nutné I - B. garinii, terénni izolat, Brno

do sloZeni zahrnout nékolik antigennich typa proteinu?. J - B. garinii, terénni izolat, Brno

V nasi studii jsme testovali vlastnosti rekombinantniho polyepitopu L - B. afzelii, terénni izolat, Ceské Budéjovice
obsahujiciho C-terminalni motivy 6 typt OspC a srovnali jeho imunogenni N - B. burgdorferi s.s., terénni izolat, Ceské Budéjovice
vlastnosti s monovalentnim rekombinantnim antigenem OspC B. T - B. garinii, terénni izolat, Brno

burgdorferi sensu stricto (s.s.). W- B. afzelii, kmen DSM 16073

Y - B. burgdorferi s.s., kmen SCW-53

Metodika
Vysledky a diskuze

Sekvence genu pro monovalentni OspC (monoOspC) byla ziskana
pomoci PCR2), sekvence pro polyepitopovy antigen (polyOspC) byla
pripravena synteticky. Oba proteiny byly exprimovany v E. coli BL21 (DE3)
a purifikovany pomoci afinitni chromatografie. Z purifikovaného antigenu
byly odstranény rezidua lipopolisacharidu pomoci fazové extrakce do
detergentu Triton X-114. Identita proteinu byla potvrzena pomoci MALDI-
TOF.

Oba proteiny byly pouzity k vakcinaci laboratornich mysi kmene Balb/c,
20 — 25g, 5 kusl ve skupiné. Jako adjuvans byl pouzit hydroxid

Reaktivita sér imunizovanych mysi s lyzaty jednotlivych kmen Borelii

hlinity. Vakcinace byla po 14 dnech zopakovana a za dalSich 14 dni byly

odebrany vzorky.
150 = A B Species 0spC types
B burgdorferi ss. (A|[B] C. D, E, F, G, H[1] 0K L, M.N, 0.P.Q.R. S, T. U, 7a
)

= B, afeli Kol PL7, VS461, DKIS, HT25 Mo v S s s s o P e —
50 = se— B. garinii Smar, Pli, H13, PFiM, Pmit,[Pki] Pbes, HT22, Phez, Pwa

Absorbance (0.0, 490 nm)

Ndsev kmene pohOSHC  MmanaOspCBLb
ospc 8. burgdorferi s.s. (OspCBb)  Chimericky OspC polyepilop (polyOspC) o noo
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. d L3 Pomoci rekombinantni technologie s expresi v E.coli a nasledné

I
A ' l»s" I_

25(=
l‘
MonoOspC (A) a polyOspC
(B) antigeny na SDS

elektroforetickém gelu Srovnani struktury mono- a polyOspC

Jednotlivé kmeny B. burgdorferi s. |. byly kultivovany v BSK mediu pfi
34°C, promyty a lyzovany pomoci ultrazvuku. Lyzat byl pouZit na coating
ELISA desek (koncentrace proteinu 10 pg/ml).

Reaktivita sér byla stanovena pomoci ELISA testu za pouziti sekundarni
protilatky znacené HRP. Stanoveni bylo provedeno v dubletu a vysledek
vyjadren jako absorbance pfi fedéni séra 1:2000.

purifikace se podafilo ziskat oba antigeny v dostatecné kvantité i kvalité
pro vakcina¢ni testy.

Séra mysi vakcinovanych polyOspC vykazovala vyssi reaktivitu s 10 z 12
testovanych kmenu, coZz ukazuje na potencial pfi vyvoji vakciny
poskytujici reaktivitu k Sirokému spektru patogennich Borrelii. Niz$i byla
u polyOspC reaktivita se dvéma ze tfi sledovanych kmenu druhu B.
afzelii. Tento jev je pravdépodobné zplusoben antigenni odlehlosti téchto
kmenu od kmene Pko, jehoZ sekvence byla pouzita pro konstrukci
polyOspC.
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