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1. LITERARNI P REHLED
1.1 Klisté

Klistata jsou obligatni, krev sajici ektoparazité iikjsou po komarech druhymi
negasgjSimi vektory lidskych patogén(Parola et Raoult 2001).

Taxonomickyfadime kligata do kmene Arthropoda, podkmene Cheliceritdy t
Arachnidafadu Acarina a paddu Ixodides, ktery dale iteme rozliSit na dvceledi, tzv.
.hard ticks* (Ixodidae), ktera se vyz@igi pritomnosti kbetniho Stitku, a ,soft ticks"
(Argasidae), ktera maji ohebnou kutikulu (Oschmatnal. 1999, Gray et al. 2002).
Ixodidae patebuji k plnému nasati¢kolik dni, bthem nichz #stavaji peva prichyceni
ke svému hostiteli, zatimco Argasidae vyZaduji gopar minutéi hodin opakovaného
sani, Bhem rghoz nejsou ke svému hostiteli p&yptichyceni (Bergman 1996).

Celed’ Ixodidae nizeme dalglenit na Prostriata a Metastriatajg@mz z hlediska
pienosu patogenjsou vyznamijSi Prostriata, kam spada rbades Klistata tohoto rodu
(I. ricinus, 1. scapularis, I. pacificus, |. persaltiy jsou hlavnimi pena3eéi borelii,
mimoto se podili na ipnosu fady dalSich patogé&n Anaplasma phagocytophylum
Francisella tularensisvirus kliové encefalitidy (Gray et al. 2002).

Hlavnimi prenasSéi komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato Bbs) jsou
predevsim Ixodes ricinus v Evrops, Ixodes scapularisa Ixodes pacificusv Severni
Americe a daldxodes persulcatus Ixodes ovatuss Asii. V Evropg byly jako vektory
Borrelia burgdorferisensu lato popsany jéstlalSi dva druhy, a sickkodes hexagonus
alxodes urinagGern et Humair 2002).iBnos patogenprobiha transstadidlrze nakazené
larvy na nymfuc¢i z nakazené nymfy na dadpe, picemZz nymfac¢i dosglec mohou
infikovat hostitele. Renos transovarialni ze samice na larvy je pouzensza neefektivni
(Zhioua et al. 1994).

Klistata mizeme nalézt imo v ukrytech svych hostitiel pak jsou oznsovana
jako nidikolni, nebo ve volné vegetaci, tzv. nodikolni kligata. Z tohoto vyplyva, Ze
non- nidikolni kli¥ata, mezi které p#t Ixodes ricinus sndze fjdou do kontaktu
sc¢loveékem, a proto jsou také restjSimi prenasei patogeri nacloveka (Gern et Humair
2002). Dale mzeme kligata podle p&tu hostitel rozliSit na jedno-, dvoj- a trojhostitelské
druhy.

1.1.1. KliS¢ obecné

Klist¢ obecné Ikodes ricinu} je nejroz&iensjSim druhem v Evrafy mazeme ho

nalézt po celé zapadni,festini a jizni Evrop (Gern et Humair 2002). Vyskytuje se



predevsim v listnatych a smiSenych lesictgvinatych porostech a loukach s vysokou
vlhkosti (min. 80%) (Randolph et al. 2000). VySka, které kli&t obecné hled4 svého
hostitele, zavisi na jednotlivych vyvojovych st&tliia na strukite vegetace (Meilon et
Jaenson 1997). V poslednich letech byl zaznamew&nndxodes ricinusdo vysSich
nadmdskych vySek a s tim spojeny Gar vyskytu gkterych lidskych patogeénv téchto
oblastech (Danielova et al. 2006).

Zivotni cyklus kliséte obecného zahrnujei tvyvojova stadia: larvu, nymfu
a dosplce. Kazdé stadium saje krev ze svého hostitalkolik dni, coZz poskytuje
hostitelskému imunitnimu systémiilpzitost k obra#, ktera vede ke zhorSeni séni kiiét
az k jeho odpadnuti (Bergman 1996). Séani larev2raa 3 dny, nymf 3 az 4 dny a deékp
samice saji 7 az 9 dni. Dadipsamci saji krev pouze vyjinieg.

Ixodes ricinusje typickym trojhostitelskym druhem, coz znamerni&, kazdé
stddium saje na jiném hostiteli. Mezi hostitelefipatice jak 300 druiln obratlova
zahrnujicich savce, ptaky a ja¥ty v zavislosti na stadiu. Larvy a nymfy saji &is
na mensSich druzich, zatimco déispna wtSich. Naclovéku mohou parazitovat vSechna
stadia, nejastji vSak nymfy. Po nasati opousti kazdé stadium itebsta dalSi vyvoj
probih& v opadance. Samice je schopna kopulovab&ast&ném nasati krve, a to &u
piimo na hostiteli nebo mimo¢jp posléze klade vajka,
kterych mize byt az 5000. Cely vyvoj kolisa mezi 2 a 6 rok
v naSich podminkach jsou togonérné tti roky (Oschmann et
al. 1999).

S kliS&tem obecnym jsou spjaty druly burgdorferi

sensu strictoB.garinii, B. valaisianaa B. lusitaniae AvSak
Crippova et al. ukazali, Ze nej&speji prenasiB. afzelii

(Crlppa et al. 2002) Obr.1: Ixodes ricinus. Foto Jan Dvak

1.2. RodBorrelia

Borelie jsou mikroaerofilni Gram-negativni spiroghekteré taxonomickyadime
do tidy Spirochaetesiadu Spirochaetales &ledi Spirochaetaceae. Do tételedi pati
krom¢ rodu Borrelia dalSi vyznamny rod'reponema zpisobujici zavazna onemagn
cloveka.

Do rodu Borrelia pati druhy spirochet zZisobujici ndvratnou hotku (nag. B.
dutton) a komplex dvanacti drihsouhrng ozna&ovanyBorrelia burgdorferisensu lato



(Postic et al. 1998). RatsemB. burgdorferisensu strictoBbsg, B. garinii, B. afzelij B.
valaisiang B. lusitaniag B. bissettij B. japonica B. tanukii B. turdae,B. sinicg B.
spielmania B. andersoni (Johnson et al. 1984, Baranton et al. 1992, @Gaeical. 1993,
Wang et al. 1997, Le Fleche et al. 1997, Postat.€t998, Marconi et al. 1995, Masuzawa
et al. 2001, Richter et al. 2004, Fukunaga et36]1 Kawabata et al. 1993). Recenlyly
popsany dva nové drul. carolinensisa B. americangRudenko et al. 2009 a, b).

Prokazatelny vztah k Lymeské boreliéze maji potsgi z téchto drufi, a to
B. burgdorferisensu strictoB. garinii a B. afzeliia B. spielmani(Wilske et al. 2007).
V severni Americe je hlavnimupodcem této nemocB. burgdorferi sensu stricto,
pienaSend klf&aty Ixodes scapularisa Ixodes pacificugSeinost et al. 1999, Barbour et
Fish 1993). V Evrop se vyskytuji vSechn§tyii infekeni druhy Bbss, B. afzeljiB. garinii,
B. spielman), jejichZz vektorem jéxodes ricinugJohnson et al. 1984, Baranton et al. 1992,
Canica et al. 1993, Wilske et al. 2007). V AsiiemlemeB. afzeliiaB. garinii prenasené
Ixodes persulcatugMiyamoto et Masuzawa 2002). V Asii a Eviopyla téZ popsana
infekce B. valaisiana ktera zjisobuje erythema migranscasto se vyskytuje v koinfekci
s B. garinii (Bartan¢k et al. 2006).

Jednotlivé druhy se liSi nejen svymiepaSei, ale také hostiteliB. afzelii B.
bissettia B. burgdorferisensu stricto jsou spjatyqulevsim s malymi hlodavci, zatimBo

valaisianainfikuje pouze ptaky (Kurtenbach et al. 2002).

1.2.1 Morfologie
Pro borelie ze skupinBorrelia burgdorferisensu lato je stejnjako pro vSechny

spirochety typicky protahly spiralovity tvar s prd@inymi zavity ve vzdalenosti 2,2m,
jejichz paet se pohybuje meztyfmi az patnacti (Goldstein et al. 1996). Borelieatasgi
délky 10 - 20um a Siky 0,2 - 0,5um (Barbour et Hayes 1986).

Bunécnd sEna borelii skladajici se zeitvrstev (peptidoglykanova, isdni
lipopolysacharidova a Wi lipoproteinova) je od cytoplazmatické membradilena
periplazmatickym prostorem (Barbour et Hayes 198&pmto prostoru se nachazi 7 - 11
helikalnich bkika, které se vypinaji z bazalnich diskimis€nych v cytoplazmatické
membrag na obou pélech hiky. Tyto biiky obt&i cely burg¢ny cylindr a krond pohybu
udkluji ziejmeé boreliim i jejich typicky spiralovity tvar (Motakeet al. 2000yWolgemuth et
al. 2006). Btiky jsou tvdeny tzv. flagelarnimi proteiny dvouid. FlaA se nachazi

v poch¢ bicika a je typicky pro spirochety a FlaB nazyvany téigéllin se nachazi



v dreni biika (Ge et al. 1998). Diky uloZenidikt pod vrEjSi membranou jsou tyto jinak
velmi imunogenni proteiny chrény pred imunitnim systémem hostitele.

Spirochety maji na svém povrchué&ii membranu, kterd tvb bariéru chranici
antigeny umisiné pod ni ped imunitnim systémem hostitele. Tato membrang/zeaiuje
vy8Sim zastoupenim protéin kovalent® modifikovanych s lipidy a absenci
lipopolysacharidu, ktery je jinak typicky pro Gramegativni bakterie. Navic je tato
membrana zrgn¢ tekuta a labilni. Tato unikatni architekturaépgh membrany &jmeé

odpovida za lepSitgziti borelii v genasei i hostiteli (Haake et al. 2000).

1.2.2 Genom

Genom Borrelia burgdorferi je jeden z nejvice komplexnich genbmnamych
u prokaryot. Kompletni genomova sekverierrelia burgdorferi sensu stricto (kmene
B31) byla publikovana v roce 1997 Fraserovou e(Faser et al. 1997). T¥ioho jeden
linearni chromosom o velikost 910 725 p&azi (bp) s prmérnym obsahem G+C 28,6 %
a dvanact linearnich a dacirkularnich plazmid o celkové velikosti 610 649 bp (Casjens
et al. 2000). Chromosomalni geny koduji zakladotgny pro replikaci DNA, transkripci,
translaci, transport latek a energeticky metabalsnmAvsak chybi zde geny pro syntézu
aminokyselin, mastnych kyselin, kofakiiom nukleotid. Tento nedostatek biosyntetickych
drah je divodem, pré rast borelii in vitro vyZaduje specialnistové medium BSK-H
doplréné kraltim sérem (Barbour et Hayes 1986). Na plazmidechu jgddovany
piedevSim geny pro povrchové proteiny bakterii adigkwirulence. Nafklad plazmid
cp26 nesouci gen pro povrchovy lipoprotein Osp@asdhazi ve vSechijpodnich izolatech
a neztraci sedmnem in vitro kultivace. Bkteré plazmidy se vSakébem kultivaceztraceji,
coz mize vest ke ztrétvirulence. Linearni plazmidy obsahuji velké mneigiseudogein

které jsou #ejme dasledkem rychlych evotinich znén (Casjens et al. 2000).

1.3. Lymeska boreliéza

V sowtasné dob je Lymeska borelioza nejbrejSim clenovci FenaSenym
onemocgnim v USA a Evrop. Svij nazev ziskala podle ¢atetka Old Lyme ve stét
Connecticutt, kde byla poprvé pozorovana v roce 6197 diti trpicich revmatoidni
artritidou. Pozédji bylo zjiSténo, Ze tato artritida je pozdnim projevem onerdacn
pienaSeného kifaty. V roce 1981 objevil Burgdorfer v nymfackkodes scapularis

bakterii, ktera byla nazvanBorrelia burgdorferi O rok pozdji byla tato spirocheta



kultivovana z paciefittrpicich Lymeskou boreli6zodimz se potvrdilo, Z&. burgdorferi
je etiologickym fivodcem tohoto onemoéni (Steere 1989).

S Lymeskou borelidzou jsou prokazatespojenyctyti druhy z komplexuBorrelia
burgdorferi a toB. burgdorferisensu strictoB. garinii, B. afzeliiaB. spielmanii(Wilske
et al. 2007).

Lymeska boreliéza probihd u lidi zpravidla vech fazich, které se liSi klinickymi
piiznaky: 1. lokalizovana infekce v miskousnuti, 2. rozptylena infekce, 3. perzistentni
infekce probihajici #sice az roky po kousnuti. AvSak skterych gipadech se h¥e
projevit pouze lokalizovana infekc# pouze pozdni faze nemoci jako je artritida (Steer
2001).

Infekce boreliemi je komplexni procescragjici @i sani infikovaného kligte
na kizi ¢lovéka. Ri tomto procesu se dostanou borelie zewt kliStte, do slinnych Zlaz
a spolén¢ se slinami do &e clovéka. Zde borelie &hem jednoho ®sice zfisobuji
lok&lni infekci zvanou erythema migrans (EM), ktee projevuje jako rarvenaly tef
S projastinim ve stedu. Tato faze f¥e byt doprovazenarignaky chiipky jako je bolest
hlavy, Unavac¢i malatnost. Bhem druhé faze infekce se borelie dostavajiizzek
do sekundarnich orgarzahrnujicich pedevSim srdce, klouby a nervovou soustavu (Pfister
et al. 1994). MZeme je nalézt téZ v krvi a mozkomiSnim moku (Duehyal. 1988).
U nel&enych pacierit s Lymeskou boreliézou infekcagirvava az &kolik let, picemz
piiznaky nemoci jsou minimalni nebo zadné.

Klinické projevy do zn&é miry zavisi také na druhu borelii, kterymi¢jevek
infikovan. B. burgdorferisensu stricto Zjsobuje pedevsim onemoeni velkych klould,

B. afzeliinapada pevazri kazi a zmsobuje jeji poSkozeni B. garinii je neurotropni

a zpisobuje celou skalu neurologickyctiznaki (Steere et al. 1987, Brown et al. 2003).

1.4. Vzajemné interakce
1.4.1. Interakce kligt- borelie

Béhem sani na infikovaném hostiteli ziska larva &&tspirochety, které putuji
spolené s krvi do steva klistte. Zde borelie istavaji gichyceny ghem geneny klisgte
v nasledujici vyvojové stadium. Viiehu dalSiho sani dojde ke zmnoZeni spirochet
ve stew klisttte a k jejich migraci do slinnych Zlaz (Hovius dt 2007). Ri pobytu
v lumen steva zvySuji borelie expresi povrchového lipoprateid (OspA), pomoci
kterého dojde k ukotveni borrelie na KiStreceptor TROSPA (tick receptor for OspA).
Pfitomnost tohoto receptoru je vysSi v infikovanychmfiach. Tato interakce zajisti



ukotveni borelie ve s\ kliStéte a zarovi ji chrani gred obrannymi mechanismy kk&
(Pal et al. 2004). @eZitou roli zde hraje také dalSi povrchovy lipagia B (Osp B)
(Neelakanta et al. 2007)xast&n¢ i lipoprotein D (OspD) (Li et al. 2007).

Pri dalsim sani kligste dochazi ke snizeni exprese OspA, B a TROSPA
a ke zvy3eni exprese povrchového lipoproteinu CoQ)s Tento lipoprotein usnadje
migraci spirochet ze igtva kliS&te do slinnych Zlaz a je nezbytny pro infekci itettkych
tkani (Gilmore et al. 2000, Schwan 2003). KeonvySené exprese OspC je zvySena také
exprese VISE, BBK32, Dbp-A a Dbp-B (Kicet al. 2006, Hodzic et al. 2002).

Regulace exprese OspA a C je keomrgjSich faktofi, jako jsou teplota a pH,
fizena také RpoN/RpoS sigma faktory (De Silva e2@D9, Caimano et al. 2005, 2007 ).

1.4.2. Interakce borelie - hostitel

Béhem séani kligte infikuji borelie hostitelskou tkaa indukuji silnou imunitni
odpowd’, kterd zahrnuje mechanismyirpzené i adaptivni imunity. AvSak borelie si
vyvinuly nékolik zpasohi, které jim umo#uji vyhnout se hostitelskému imunitnimu
systému a fetrvavat v hostiteli i po dobukolika let. Mezi tyto mechanismy gasnizena
exprese &kterych povrchovych lipoprotein inaktivace efektorovych mechaniém
a skryvani se v imunologicky privilegovanych mistgeko je mezibu&na hmota.

Hlavni ulohu v obra# proti boreliim v poatcich infekce hrajeippozena imunita.
Dulezitym mechanismem je degradace spirochet pomachplementu. Povrchové
antigeny borelii aktivuji alternativni drdhu kommlentu. Slozka C3b komplementu
spolé&né se slozkou C5 vytwd membrany atakujici komplex (MAC), ktery se navaze
borelie a vede k lyze bakterii (Hovius et al. 200Mp misto infekce infiltruji také
dendritické biiky, makrofagy, neutrofily a monocyty (Steere et2&l04).

Lipoproteiny na povrchu spirochet reaguji s Tdielireceptory 1 a 2 (TLR)
na povrchu fagocyt (Hirschfeld et al. 1999, Wooten et al. 2002, Watal. 2004), coz
vede k aktivaci makrofaga tim k nasledné produkci prozélivych cytokini IL-1, IL-6,
IL-8, IL-12 a TNF«a (Randolph et al. 1995), k produkci adhesivnichekol a vytvdeni
superoxidu a oxidu dusného makrofagy a neutrofilprfison et al.1997), coz vytisje
v naslednou likvidaci spirochet.

Borelie v8ak maji &olik mechanism, diky nimZz se mohouémto obrannym
reakcim hostitele vyhnout je potl&it. Jednim z nich je inhibice komplementu inaktivac
C3b slozky. Na svém povrchu borelie exprimuji CRASBtein (complement regulator-

acquiring surface protein), ktery piatdo rodiny Erp proteiin (OspE/F related protein)



avaze se na faktor H a faktor H-like protein ler&tjsou firozenymi inhibitory C3b
slozky komplementu (Kraiczy et al. 2004 a, b, Hely et al. 2001). Schopnost borelii
inhibovat komplement kolisa meZizaznymi izolaty (Kurtenbach et al. 1998).

DalSi obrannou reakci borelii na hostitelsky imoingystém je inhibic&i zména
exprese &kterych povrchovych protein NejvyznamgjSi z €chto proteii je VISE
(variable major protein-like sequence), ktery jedé&édadn plasmidem Ip28. Lokusgls
podiéha nahodné rekombinaci. Vysledné variace wesek VISE proteinu rni jeho
antigenni vlastnosti (Liang et al. 2004). In vikeekombinaci nedochazi (Zhang et Norris
1998). Pozdi béhem infekce je pod tlakem imunitniho systému srdZerprese také
OspC. Z tohoto dvodu protilatky proti OspC hraji roli ip po¢ateni infekci, avsak
nedovedou bojovat proti perzistentni infekci (Liaetaal. 2002) .

1.4.3 Interakce Kligt- hostitel
Klistataceledi Ixodidae saji na svém hostiteli po dokkatika dni. Takto dlouhy

kontakt umo#uje hostitelskému imunitnimu systému vyvinout odfab\proti sajicimu
klisteti, zahrnujici sloZzky firozené a adaptivni imunity, ktera vede k poSkozdisicte.

Opakované sani klife na hostiteli vyvolava kozni bazofilni hyperseivitu, ktera je

typem oddélené hypersenzitivity (DTH - delayed typgpersensitivity) a je
zprostedkovana Thl lymfocyty (Allen 1973, Brossard et @ik997). DTH reakce ftiie

poskodit klis¢, cozZ se projevi snizenou hmotnosti¢phasatého kligte, omezenim sigky

az smrti sajiciho kliste (Ribeiro et al. 1995).

Navzdory ¢tmto pekazkdam jsou kli&ta schopné sat po dobgkolika dni diky
molekulam obsazenym v jejich slinach, které paffia hostitelskou imunitni odped..
Klistéci sliny obsahujitadu farmakologicky aktivnich molekul s antihemastagimi,
vazodilat&nimi a imunosupresivnimi vlastnostmi (Wikel et Baian 1997).

Mezi tyto (Einky pati inhibice alternativni drdhy komplementu (Lawrie a.
2005), vazba histaminu (Paesen et al. 2000), wvexdei anafylatoxit (Ribeiro et Spielman
1986), inhibice fagocytozy (Kkova et Kopecky 2006), potlani produkce oxidu dusného
a superoxidu neutrofily a makrofagy (Ribeiro etl#&190, Kuthejlova et al. 2001), inhibice
aktivace NK bugk (Kopecky a Kuthejlova 1998), inhibice interferopHajnicka et al.
2000), inhibice aktivace T-bgh (Kovat et al. 2002).



Klistata také snizuji produkci prozlivych cytokind IL-1, TNF-a, IFN-y
a naopak zvySuji produkci IL-10 a TG¥F-Dochazi tedy k Th2 polarizaci imunitni
odpowdi (Ferreira et Silva 1999, Kopecky et al. 1999).

Z konkrétnich molekul, které jsou zodgowé za tkteré vlastnosti kligtich slin,
mohou byt uvedeny inhibitory alternativni drahy kmementu Isac k& scapularis
(Valenzuela et al. 2000) a IRAC 1 a 2. zicinus (Schroeder et al. 2007). Salp 15. z
scapularisa jeho homolog % ricinus inhibuje proliferaci CD4+ T- lymfocyit (Anguita et
al. 2002). Protein Iris ze slin ricinus také potlguje funkci T-lymfocyfi, a sice inhibici
IFN-y, dale potlauje produkci TNFet makrofagy a navic je inibitorem serinovych proteaz
a méa antihemostatick&iaky (Leboulle et al. 2002, Prevot et al. 2006)I3hai nedavno
popsanymi proteiny kligtich slin jsou Sialostatin L a L2Izodes scapulariskteré jsou
inhibitory cysteinovych protedz a vykazuji protizdiwé a imunosupresivni dinky
(Kotsyfakis et al. 2006, 2007).

1.5. Slinami aktivovany grenos patogei

Sliny Kkli&at obsahuji fadu imunomodulkinich, antikoaguknich ¢i jinak
farmakologicky aktivnich molekul, které usmagi prenos, peziti a mnozeni borelii
v hostiteli (Nuttall et al. 1994, MacbBiéova et al. 2006). Tento jev, kdy jéemos patogen
usnadgiovan slinami krevsajicich vektgrbyl nazvan SAT (saliva-activated transmission)
neboli slinami aktivovanyignos patogan(Jones et al. 1987).

Poprvé byl tento fenomén zaznamenan u Thogoto \ebpZz vektorem je
Rhipicephalus appendiculatydones et al. 1987, Jones et al. 1989). U tohoto lwl
pozorovan neviremicky ipnos patogena z infikovanych jedinma neinfekni pri
spol&ném sani na moeti (tzv. co-feeding neboli sousani). Tentéemqps patogen
sousanim, f némz neni pozorovana virémie hostitele, je povazax@mepimy dikaz
SAT. Rimym dikazem tohoto efektu je zvySena infektivita patogeakud je hostitel
infikovan patogenem spalee s extraktem ze slinnych Zlaz (SGixlinami (Labuda et al.
1993 b).

V souwasné dob je SAT @imo i negimo znam u &kolika patogef a jejich
vektori. Nag. u jiz zmirtného Thogoto viru &hipicephalus appendiculati§dones et al.
1987, Jones et al.1989), TBE virubades ricinus(Labuda et al. 1993a, Labuda et al.
1993b), uFrancissela tularensisa Ixodes ricinugKrocova et al. 2003) a u zapadonilského

viru a Ornithodoros moubata(Lawrie et al. 2004). Vramci komplexibsl| byl



zaznamenan SAT wdhto drutii: B. afzeliia Ixodes ricinug(Pechova et al. 2002Bbssa
Ixodes scapulas (Zeidner et al. 2002)B. garinii a Ixodes persulcatugSato et Nakao
1997) aB. lusitaniaealxodes ricinugZeidner et al. 2002).

Ackoliv je v dnesni dob studiu slinami aktivovanéhagnosu patogenveénovana
velka pozornost, dosud nejsou lmamy molekuly, které jsou za tento efekt zodpioé.
Imunomodul&ni molekuly obsazené v kl&tich slindch, které jsou se SATem spojovany,
se liSi mezi jednotlivymi patogeny a jejich vekto8tejré tak se nevi, zda je efekt SATu
zpiusoben pouze jednou molekulati, zda jde o vysledek kombinace&kolika molekul
(Zeidner et al. 2002). Zatim jedinym znamym SATtéa&m je protein Salp 151z
scapularisa jeho homolog £ ricinus (Anguita et al. 2002, Ramamoorthi et al. 2005)pSal
15 interaguje s povrchovym lipoproteinem OspC hbeetim je chrani fed protilatkami
zprostedkovanym zabijenim, exprese tohoto proteinu jéteqnosti spirochet zvySena
(Hovius et al. 2008). €inky tohoto proteinu spdvaji v jeho schopnosti inhibovat
proliferaci CD4+ T lymfocyi potlatenim toku vapenatych iahipo navazani Salpl5 na
TCR receptor. Toto navazani ma totiz vliv na sniZz@modukce IL-2, ktery stimuluje
proliferaci T-burgk (Anguita et al. 2002).



2. CILE PRACE
1. Podrobna literarni reSerSe slinami aktivovanépenosu patogeia

Klistaty.

2. Experiment 1 :

Dynamika p‘enosu borelii na hostitele v zavislosti na daani.

3. Experiment 2 :
Dynamika migrace borelii v organech kli&e (stevo, slinné Zlazy) v zavislosti na

délce sani krve.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Laboratorni zvirata
3.1.1. MySi

V pokusech byly pouzity samice inbrednich mysi kn@83H/HeN (AnLab s.r.0.)
ve st& 8 tydmi. Tyto mySi jsem pouZila jednak jako zdroj infekpeo kli¥ata a pak
ve vlastnim pokusu. My3i byly chovany veérmci Parazitologického Ustavu AVR

v Ceskych Budjovicich za standardnich podminek.

3.1.2. More
Pro sani dosfct byla pouzita iimésicni samice matete 2z chovu

Parazitologického ustavu AUR v Ceskych Budjovicich.

3.1.3 Kligata
Pro pokusy byly pouzity larvy a nymfxodes ricinusz chovu Parazitologického
ustavu AVCR v Ceskych Budjovicich.

3.2. Borelie

Pro infekci kli¥at byly pouZzity spirochetBorrelia burgdorferi sensu strictimen
CB53, 11ta pasaz. Borelie byly kultivovany v terwads @i 34 °C v BSK-H médiu
(SIGMA) s 6 % krakiho séra a 1% stsi antibiotik pro borelie (SIGMA). Pro infekci
klistat bylo nutné znat koncentraci boreliové suspepreto byla koncentrace borelii
spaitdnd dle Magnusona (Magnuson, 1948). Na podlokld Bylo naneseno 3,7l
boreliové suspenze &gkryto krycim sklem o rozémech 18x 18 mm. Poté byl v temném
poli optického mikroskopu (2Seni 408) spaitan pa@et borelii v 20ti zornych polich.
Vysledny p@et borelii v 1 ml byl pak vypsitan podle vzorce:

pocet bor./ml = a* 7,7 * 10°

kdea znamena gmeérny paiet borelii ze 20ti zornych poli.

Borelie byly nasledhdoredény do potebné koncentrace.

3.3. Infekce klig’at sanim na infikovanych mysSich

3.3.1. Infekce mysSi

Pro infekci kli¥at bylo pouZito 8 inbrednich mysi kmene C3H/HeNer&tbyly
infikovany boreliemiBbsskmene CB53, 11ta pasaz. Kazda mys byla subkétésn.)
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infikovana 2@l boreliové suspenze, kterd obsahovall@® borelii. Aby se infekce
v mysich rozvinula, byly ponechéany Zsic ve ziinci Parazitologického Gstavu AUR.
Poté byla provedena vlastni infekce #ais

3.3.2. Infekce kli&t

Klistata Ixodes ricinusz chovu Parazitologického Gstavu AGR byla umisina

do klobowku pripevrenych na kbet infikovanych mySi. Zde byly ponechany do plného
nasati. Na 5 mysi byly nasazeny larvy ¥tpopxiblizné 100 larev na mys. Na zbylé t
mySi byly nasazeny nymfy v ptu priblizné 20 nymf na mys. Po nasati byla K&
uchovavana v Parazitologickém Ustavu AR pii teplo& 25 °C a relativni vihkosti
vzduchu 80 % aZz do metamorfézy v nynifiydosglce. Poté byla u reprezentativniho
vzorku kligat zkontrolovanaiftomnost boreliové DNA pomoci real-time PCR.

3.4. Dynamika prenosu borelii v zavislosti na dobsani

3.4.1. Design pokusu

Pro vlastni pokus bylo pouZzito 20 inbrednich mysgieke C3H/HeN. Ty byly
roz&kleny do g@ti skupin poctyfech mysSich. Kazda zp skupin gedstavovala jeden
casovy interval. Na kazdou mys bylo do klobkw nasazeno 12 nymf (prodemost 50
%), a to v intervalech -48, -16, -8, -4 a -2 hodiRgpté wase 0 byly nymfy ze vSech mysi
odebrany. Tyto mysi byly #sic ponechany ve #inci Parazitologického Ustavu AUR
pro rozvoj infekce a poté byla provedena pitva. Udokyl proveden dvakrat &asovym

odstupemii mesial.

3.4.2. Pitva mysi

Po nesici byla provedena pitva mysSi. Mysi byly nejprnapany etherem, poté byly
vykrveny a byly jim odebrany jednotlivé organy: &oey méchyk, srdce, kotnik
(tibiotarsus). Organy byly zvaZzeny a poté byla pomeoeal-time PCR zkouména
piitomnost boreliové DNA. #tomnost protilatek proti boreliim v krvi byla zkmana
metodou ELISA.

3.4.3. ELISA
Z mysSich krvi byla fipravena séra. Ta byla poté metodou ELISA zkouména
na @itomnost protilatek proti boreliim. Na dno jamekknotitratniho panelu byl navazan

boreliovy antigen o koncentraci 1@/ml ve vazebném roztoku (1,59 gJ8&; a 2,93 g
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NaHCG; v 1 litru H,O, pH 9,6). Mikrotitr&ni panel byl inkubovan ve vihké kdimte 24
hodin (i teplo& 4 °C. Poté byly nespecifické vazby vyblokovanykoleacim pufrem (5%
PTS v PBS). Po promyti bylaigana testovana mysi séra, pozitivni a negativnirkéa
(normalni mysSi sérum), vdedno 1:100. Po inkubaci (45 miniiB7 °C) byl panel ot
promyt a byla fdana antimySi protildtka zdena peroxidazouiedna 1:1000.
Nasledovala dalSi inkubace a promyti. Nakonec bymolana enzymaticka reakce
pridanim substratového roztoku (10 ml fosfocitratavgufru, 4 mg OPD, 4l H,0y).
Reakce byla iiblizné po deseti minutach zastavena 2M kyselinou siro¥dasorbance
byla zméfena na vertikalnim spektrofotometru (Multiskan MG@D, Labsystems Oy)ip

vinové délce 490 nm.

3.4.4. 1zolace DNA

Izolace DNA z klould, srdci a mdovych neéchyia byla provedena pomoci High

Pure Template Preparation kit (Roche). Jednotlig&my, vyjma kloub, byly rozkrgjeny
na mensi kousky a bylo k nintigano 200 ul T1 pufru a 40ul proteinazy K. Ke kloutbm
byla pro snad§sSi rozloZzeni pdana kolagenazargdéna 1:100). Poté byly organy
inkubovany 4,5 hodip56 °C. DalSi postup izolace byl proveden podleadds dodaného
vyrobcem. Vyizolovanid DNA byla uloZzena do mrazakpog byla testovdna pomoci real-

time PCR na fitomnost boreliové DNA.

3.4.5. Real-time PCR
Pro amplifikaci byl vybran uUsek genu kédujicihagitlin o délce 69 bazi.

Amplifikace probihala v fistroji Rotor-gene (Corbett Research). Reakce pywvadna

v triplikacich, tzn. kazdy vzorek i kalibfai vzorky byly vzdy dany daitmikrozkumavek.
Jako negativni kontrola byla pouzita MiliQ vodaoRalibrani vzorky byla pouzita DNA
izolovana ze znamého §a borelii z kultury fedéna desitkovodtadou. Readni objem byl

20l : 16 ul reakeni snesi + 4ul DNA.

Slozeni reaéni snesi (16ul):

10,1l MiliQ H,0

2 ul pufru (TaKaRa)

1,6 ul smesi nukleotidi (TaKaRa)

1 ul + 1 pl primen: (Generi-Biotech)
0,2 ul sondy (Generi-Biotech)
0,1ul Tag DNA polymerazy (TaKaRa)
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Sekvence pouzitych primea sondy byla nasledujici (Pahl et al. 1999):
FlagF : 5 - TCT TTT CTC TGG TGA GGG AGC T - 3

FlagR:5 -TCCTTC CTGTTGAACACCCTCT-3

Sonda:5 FAM - AAACTG CTC AGG CTG CACCGG TTCHR 3

Kazda reakce #ha celkem 45 cyKl o dvou fazich. Prvni faze probihala 15 sekund
pii 95 °C a druhé faze po dobu 60 sekuiidp °C.
Hodnoty namifené pomoci real-time PCR byly zpracovany a zanegdergrafu

jako paet spirochet na miligram tkén

3.5. Dynamika migrace borelii v kliSéti v zavislosti na dok# sani

3.5.1. Design pokusu

Pro tento pokus bylo pouzito 25 deékgh samiclxodes ricinuskteré byly ziskany
sanim na mysi infikovanéBbss (promdenost cca 50 %). Samice byly nasypany
do klobowku mokete a v intervalech 6, 12, 24 a 48 hodin bylo vpaélyprisatych samic
odebrano a provedena pitva. Posledni skupintildvpét samic, které na moeti nesaly, ty

predstavovaly interval O.

3.5.2. Pitva kligat

Ihned po odstrami kli%*at z motete byla provedena pitva. Samice byly

piipevreny do Petriho misky s voskem a byly z nich vyprepany slinné Zlazy aigvo.
Ty byly vioZzeny do 3Qul PBS (fosfatovy pufr) a uschovany v mrazaku. Potéch byla

vyizolovana DNA.

3.5.3. Izolace DNA
K'izolaci slinnych Zl4z a stv byl pouzit DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen).

Postup izolace byl proveden podle ndvodu dodangtabeem. Inkubace v lyzaim pufru
probihala 2,5 hodiny. Ziskana DNA byla stejjako v gedchozim fipact uloZzena
do mrazaku a poté byla pomoci real-time PCR detkav gitomnost borelii

v jednotlivych kliSécich organech.

3.5.4. Real-time PCR
Reakce byla prov&da steji jako v gedchozim pokusu (viz 3.4.5.)
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4. VYSLEDKY

4.1. Dynamika prenosu borelii v zavislosti na dobsani.

V tomto pokuse byl zkouman vliv doby sani REna penos borelii na hostitele.

Postup pokusu je popsan v kapitole 3.4.d3spst sani kli&t v jednotlivych intervalech

ukazuje Tabulka 1.

2 hodiny 4 hodiny 8 hodin 16 hodin 48 hodin
. piisata . piisata . prisata . piisata . prisata
mys " mys " mys " mys " mys .
klistata klistata klistata klistata klistata
1. 5 9. 4 17. 3 25. 5 33. 10
2. 3 10. 6 18. 2 26. 6 34. 4
3. 3 11. 1 19. 2 27. 2 35. 11
4, 2 12. 1 20. 7 28. 6 36. 12
5. 3 13. 6 21. 11 29. 11 37. 7
6. 7 14. 7 22. 8 30. 2 38. 10
7. 1 15. 8 23. 8 31. 9 39. 9
8. 9 16. 3 24. 1 32. 11 40. 12

Tab. 1: Uspsnost sani kli&t v jednotlivych intervalech. Na kaZdou my3 bylsamweno 12 nymf.

MnoZstvi borelii ve tkanich izolovanych z mysi byla hranici detekovatelnosti

pomoci konvetni PCR, proto byla pro detekci zvolena cifj8i real-time g-PCR.

Vysledky g-PCR shrnuje Tabulka 2titemnost boreliové DNA byla prokazana u vSech

zkoumanych mysi. N&astji byly borelie gitomny v ma@ovém n&chyti a srdci a nejmén
v kloubech. Infikovano bylo 30 nidovych nechyii, 29 srdci a 22 kloub

Pramérny patet borelii v mg@ovych nEchytich se pohyboval od 61 do 142

spirochet na mg tk&nv srdcich od 48 do 144 spirochet na mg &karwv kloubech 5 do 42

spirochet na mg tké&n Presny p@et borelii v jednotlivych orgdnech zkoumanych mysi

ukazuji Grafy 1, 2 a 3. Podil infekce jednotlivycngdni na celkové infekci mysSi

v jednotlivych intervalech znazuje Graf 4. Péet pisatych klifat nengl na infekci mysi

vliv.

protilatek proti boreliim byla ve vSechiipadech negativni.
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Mvs [ Moé&. méchvi | Srdce [ Kloub [ celkove
2 hodinv
1. + + + +
2. + + + +
3. + + + +
4. + + + +
5. + - - +
6. - + - T
7. + - - +
8. - - + +
4 hodinv
9. + + + +
10. - + + +
11. + + + +
12. + + + +
13. + - + +
14, - - + +
15, + - - T
16. + + - +
8hodin
17. + + + +
18. + + - +
19. + + + +
20. + + + +
21, - + - +
22, + + - +
23 + + - +
24, + - - +
16 hodir
25. + + + +
26. + + + +
27. + + + +
28. + + - +
29. + - - +
30. - + + +
31 + - - +
32, + - - +
48 hodir
33. + + + +
34. + + + +
35. + + + +
36. + + - +
37. - + - +
38, - - + +
39. - + - +
40, - + - +

Tab. 2: Ritomnost boreliové DNA v jednotlivych mySich organecih mySich celkod: (+)= borelie prokazany
pomoci g-PCR, (-) = borelie neprokazany.
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Graf 1 : Pget borelii v m@ovych nméchytich jednotlivych mysi v jednotlivyctasovych intervalech.
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Graf 2 : Péet borelii v srdcich jednotlivych mysi v jednotlalycasovych intervalech.
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Graf 4 : Podil infekce jednotlivych orgama celkové infekci mysSi v jednotlivyetasovych intervalech.
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4.2. Dynamika migrace borelii v kliS&ti v zavislosti na dok# sani

Cilem tohoto pokusu bylo zjistittifomnost borelii ve #tvech a slinnych Zlazach
dosglcych samic v zavislosti na délsani. Pitb¢h pokusu je zaznamenan v kapitole 3.5.
Vysledky prokazaly itomnost boreliové DNA ve slinnych Zlazach ies€ dosglca ve
vSechcasovych intervalech. Bmérny paiet borelii ve slinnych Zlazach se pohyboval od
204 do 532, ve mw potom od 6 do 1036. Celk®ébyl vysSi vyskyt borelii ve slinnych
Zlazach (Graf 1, Graf 2). AvSakisva kli¥at nebyla ped izolaci zbavena nasaté krve,
dusledkemcehoZz mohlo dojit k inhibici g-PCR vzatlstev.
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Graf 5 : Ritomnost boreliové DNA ve slinnych Zldzach désp v jednotlivych intervalech odrséti.
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Graf 6 : Htomnost boreliové DNA ve f&tvech dosfci v jednotlivych intervalech odriséti.
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5. DISKUSE

V souwasnosti je Lymeska borelioza osa$gjSim clenovci @FenaSenym
onemocgnim v Evrog a USA. Kazdym rokem stoupa i v naSich podminkamsieposob,
které jsou timto onemoénim nakazeny, i@sto vSak neexistuje vakcina, kterd by nakaze
zabranila. Jedinou prevenci je talagné odhaleni Kkli&e a jeho bezprosdni odstragni.

Z téchto divoda je v posledni dob vyzkumu borelii a jejich vektér vénovana velka
pozornost.

Hlavnim Ukolem mé prace bylo préit dynamiku genosuBorrelia burgdorferi
sensu stricto (kmen CB53) z evropského &é&txodes ricinusna hostitele. Téma prace
bylo navrzeno na zakladpredchozich vysledk Katginy Perzinové, ktera provélkh
podobny experiment v rAmci sva&toskolské odborné pracged d¥ma roky (Perzinova
2008).

Vysledky mé prace se vSak od Kiag odliSuji. Z vysledk je Zejmé, Ze pomoci
g- PCR byla prokazanatippmnost boreliové DNA alespiov jedné zeif zkoumanych
tkani u vSech mysi ve vSeafasovych intervalech, coz znamena, Zenps Borrelia
burgdorferi sensu stricto na hostitele byl u vSech mySi¢sisp. Perzinova ve své praci
zaznamenalaipnos borelii nejidve po Sesti hodinach, kdy byla nakaZzena jednazeys
v intervalu, uspSna infekce vSecltitzkoumanych mysi v intervalu nastala az po 29 a 60
hodinach. H sani kli¥at po dobu dvou hodin vSakemos borelii na myS nezaznamenala.

Tyto odliSné vysledky by mohly byt apobeny rozdilnym zjisobem infekce
klistat. V naSi praci byly infaini nymfy ziskany sanim larelxodes ricinusna mysi
infikovanéBbss(kmen CB53), coz jefppozeny zfisob infekce Kligat v girodk. Perzinova
naopak ziskala inféki nymfy pondenim larev do boreliové kultury. DalSinfivebdem,
pro¢ Katgina ve svém experimentu nezaznamenditomnost boreliové DNA ¥asnych
intervalech, by mohl byt velmi nizky pet t€chto spirochet. Z vlastnich zkuSenosti jsme
zZjistili, ze mnozstvi boreliové DNA ve tkanich my&i u tohoto typu pokusna hranici
detekovatelnosti pomoci konweri PCR. Je tedy mozné, Ze i tedchozim pokuse
Kateriny Perzinové byly borelie ve tkanickifomny v intervalu 2 hodin, avSak klasicka
PCR je nebyla schopna zachytit, tak jako tomu byt@Sem fipack.

Soutasti této prace bylo takeé zjistit, jaky jeip&h diseminace borelii, konkrétn
Borrelia burgdorferi sensu stricto (kmen CB53) v evropském KtiStixodes ricinus
v zavislosti na dobsani.

Detailre je tato problematika popsana u amerického d#3txodes scapularis

U tohoto kliStte jsou borelie primagn piéitomny ve stew, kde v pé&ateni fazi sani

20



klistéte dojde k jejich aktivaci. ie@sun spirochet do slinnych Zlaz nastava po 48 lctin
sani (De Silva et al. 1995). Tato doba je také qukha za nejkrat§asovy interval nutny
pro gresnos borelii &xodes scapularisia hostitele (Piesman et al. 1987, Piesman 1993,
des Vignes et al. 2001).

NaSe vysledky ukazuji, Ze tento model neplati lpames ricinus Z Grafu 5 je
patrné pitomnost borelii ve slinnych zlazach ve vSéabovych intervalech. Vyznamny je
zejména vyskyt borelii ve slinnych Zlazach nenadatglig’at. Tyto vysledky koreluji
z komplexuBbslve slinnych Zlazach nenaséatych &t Borelie byly pitomny ve slinych
Zldzach nymf (22%) i dosfra (36%) (Lebet et Gern 1996, Leuba-Garcia et al.4)99
Tento fakt podpira vysledky z mého prvniho Expentoe které ukazaly, Zei@nos
Borrelia burgdorferi sensu stricto kxodes ricinusna hostitele nastava jiz po dvou
hodinach sani. &oliv prvni Experiment byl provash s nymfami a druhy Experiment
s dosplci, Ize pedpokladat, Ze rozlozeni borelii v jednotlivych dmgch je v obou
vyvojovych stadiich totozné.

Casny fenos borelii na hostitele pozorovala i Crippové&rktukazala, Zerenos
Borrelia afzelii z Ixodes ricinusna hostitele nastava za ntémez 48 hodin. V souvislosti
s timto hypotetizuje, Ze infekcBorrelia afzeliije systémova. Narozdil od nasich vyshkedk
vSak neprokazalgasny genosBorrelia burgdorferi sensu stricto (Crippa et al. 2002).
Existuje vSak také teorie, Ze @Spost penosu borelii kolisa mezi jednotlivymi izolaty
(Fingerle et al. 2002). V souvislosti s vySe uveaenfakty a hypotézami by mohly byt
vysledky Experimentu 2 popsany nasledujicinisgibem: Bhem prvnich dvou interval
je piitomnost borelii ve slinnych zlazach vyssi, jelikee nenastal fenos do hostitele
(¢as 0) nebo byl jenaste&ny (interval 2 h), v nasledujicich intervalech &@hodin nastal
vétSi prenos borelii do hostiteleisledkeméehoz pokleslo jejich mnozstvi ve slinnych
Zlazach, vintervalu 48 hodin vSak do slinnych ztfmmigrovaly aktivované borelie ze
streva, coz millo za nasledek @povné zvyseni jejich gidu ve slinnych Zlazach. Celkév
nizsi gitomnost borelii ve g&vech oproti slinnym zlazam by mohla bytigpbena inhibici
real-time PCR krvi z nasatych ki@, ktera nebylaied izolaci DNA vymyta.

Druhy Experiment bude v dohledné dobopakovan pro verifikaci dosazenych
vysledki.
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6. ZAVER

. Byla prokdzanaiftomnost boreliové DNA v organech vSech mysi zekSe
zkoumanych ¢asovych intervadl. Spirochety byly tedy U$Bné preneseny na

hostitele jiz po dvou hodinach sani.

" Byla prokazana ifitomnost boreliové DNA ve slinnych zlazach iestech

dosglcu ze vSecltasovych intervdi.
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7. SEZNAM ZKRATEK

AV CR
BBK

Bbsl
Bbss

Bp
BSK-H
C3H/HeN
CB 53
CRASP

PBS
PCR
S. C.
SAT
SGE
SPF
TAE
Taq
TLR
TNF
TROSPA
Vis

Akademie ¥d Ceské republiky
Fibronectin binding protein, fibronektin zaici protein
Borrelia burgdorferisensu lato
Borrelia burgdorferisensu stricto
par bazi
Barbour-Stoenner-Kelly-H medium
kmen mysSi
ozrieni kmeneaBorrelia burgdorferisensu stricto
complement regulator-acquiring atefprotein
decorin binding protein, dekovéeajici protein
deoxyribonucleic acid, deoxyrilukteova kyselina
delayed type hypersensitivitydateny typ pecitlivélosti
enzyme-linked immuno sorbent asgayinoenzymaticka metoda
erythema migrans
OspE/F related protein
interferon
interleukin
linearni plazmid
membrane attack komplex, membratakujici komplex
nukleové kyseliny
phosphate-buffered saline, fggfatfrovany fyziologicky roztok
polymerase chain reaction, polinevarettzova reakce
sub cutis, podkoZni aplikace
saliva-activated transmissiomashi aktivovany penos
salivary gland extrakt, extrakistinnych Zlaz
specific pathogen free, @éend laboratornich mysi
TRIS-acetatovy-EDTA pufr
ozrani polymerazy z bakteriehermus aquaticus
Toll-like receptor
tumor necrosis factor, faktor rakaujici nadory
tick receptor for OspA
variable major protein-like semqae
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