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1 Uvod

1.1 Lymska borelioza

Lymska borelidoza je nejéastéjs$i zoonotické onemocnéni vyskytujici se na severni
polokouli (Pritt et al., 2016). Ve sttedni Evropé se jedna o nejrozsitenéjsi infekéni chorobu,
jejimz vektorem jsou klistata komplexu Ixodes ricinus. Toto multiorganové onemocnéni je
zpusobené patogennimi spirochétami z komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato
(Burgdorfer et al., 1982; Eisen et al., 2002). Zatim je popsano nejméné 22 druht, z nichz 3
jsou oznacované jako jisti ptivodci onemocnéni u lidi: Borrelia burgdorferi sensu stricto,
Borrelia garinii, a Borrelia afzelii (Rudenko et al., 2011). V evropskych regionech se mize
prevalence jednotlivych druhti borelii lisit (Rauter et al., 2005). Nejcastéji je infekce
zpusobena druhem B. garinii, ktera Castéji vyvolava problémy tykajici se nervové soustavy
a zpisobuje onemocnéni oznacované neuroborelioza. Dale pak B. afzelii ktera je pfic¢inou
Cast&jsiho vyskytu atopického chronického ekzému (ACA) a B. burgdorferi sensu stricto
napadajici pfedevsim klouby a srde¢ni sval. Mnoho dneS$nich studii naznacuje, ze v Evropé
jsou vzacné patogenni i druhy Borrelia bissettii, Borrelia lusitaniae, Borrelia valaisiana
a Borrelia spielmani (Derdakova et al., 2005; Murray et al., 2010; Biesiada et al., 2012;
Rudenko et al., 2011). VSemi zminénymi druhy jsou lidé ve stfedni Evropé infikovani pii
kousnuti klistéte rodu Ixodes. Onemocnéni zacind jako lokalni zanét v misté kousnuti
a nasledn¢ se $ifi lymfatickym a cévnim systémem po téle (Wormser et al., 2005). Typicky

postihuje kiizi, srdce, nervovy systém, klouby a pohybovy aparat (Pfister et al., 1994).

1.2 Morfologie borelii

Ve vhodném prostiedi maji spirochéty z komlexu B. burgdorferi sensu lato spiralni
formu (Barbour et al., 1986). V reakci na nevhodné podminky prostiedi mohou zménit svou
spiralni formu na atypickou. K pfi¢inam vyvolavajicim atypické zmény morfologie
v pokusech in vitro mizeme fadit nedostatek zivin v séru, oxidaéni stres, fluktuace pH nebo
teploty, zmény Koncentrace soli, cukrii nebo jinych organickych sloucenin (Brorson et al.,
1998; Rudenko et al., 2019). V neposledni fadé mize byt zména morfologie reakci
na antibiotickou 1écbu (Lewis et al., 2007). Tyto zmény morfologie byly pozorovany in vitro
a byly detekovany také in vivo (Merildinen et al., 2015). Predpoklada se, ze jde o perzistentni
formy, které byly popsany i u mnoha jinych bakterialnich onemocnéni, jako jsou tuberkuloza

nebo syphilis (Zhang, 2014). Piesto pribéh zmény z nativni formy do perzistentni a zpét
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neni stale zcela pochopen a objasnén. Studie na B. burgdorferi sensu stricto ukazaly,
ze za vznik atypickych forem umoziujicich pfeziti v nepratelském prostiedi je zodpovédna
rozdilna regulace genové exprese (Feng et al., 2015). Perzistujici subpopulace ma nizkou
metabolickou aktivitu a mize pretrvavat i delsi dobu bez replikace. Jedna se o morfologicky
velmi heterogenni butiky, které se mohou ménit s okolnim prostiedim. Za zékladni atypické
formy mizeme povazovat cystické formy a spolecenstvi v biofilmu (Miklossy et al., 2008).
Rozdéleni vsak muze byt zavadéjici, jelikoz existuje cela fada dalSich atypickych forem,
které nezapadaji do zadné kategorie. Takovymi utvary mohou byt naptiklad smyckové nebo
prstencové formy, L-formy, formy anglicky oznacované ,,blebs®, a kulata télesa tzv. ,,round
bodies” (Barbour etal., 1986; Merildinen et al., 2015). Vysledky in vitro experimentt
ukazuji na moznost, Ze tyto atypické formy jsou schopny se pii piiznivych podminkach

navratit do nativni formy a opét se mnozit (Brorson et al., 1997; Gruntar et al., 2001).

1.2.1 Spiralni forma

Borelie jsou charakterizovany jako pohyblivé bakterie s vyraznou spiralni nebo
planarni morfologii (Obr. 1). Délka borelii v typické spiralni formé se pohybuje od 8 do
30 um a $ifka je 0,2 - 0,5 um (Barbour et al., 1986).
Jejich mobilita je velmi vysoka a jejich Sroubovity
pohyb je vhodny piedev§im do viskdzniho
prostiedi mezibunééné hmoty (Wolgemuth et al.,
2015). Vngjsi membrana je lipidova dvojvrstva,
ktera postrada lipopolysacharidové molekuly
pfitomné u vétSiny gramnegativnich  bakterii.
Vnitfni membrana je typickd pro prokaryotické
bunky aje obklopena tenkou peptidoglykanovou
vrstvou, kterd poskytuje silu a zaroven dostatecnou

pruznost pro spirochetalni pohyblivost. Borelie —

nemaji bi¢iky umisténé externé jako vé&tSina  Obr. 1: Spiralni forma borélie.
gramnegativnich bakterii, ale maji je umistény Meéfitko: 1um.

Vv periplazmatickém prostoru, tj. mezi peptidoglykanovou vrstvou a vnéjsSi membranou.
Kazdy periplazmaticky bi¢ik je pfipevnén k jednomu polu buniky (Motaleb et al., 2015).
Borelie mohou byt snadno odliseny od druhi bakterii, na zakladé jejich genomu, ktery
se vyznacuje linearitou chromozomu a specifickymi kruhovymi ¢i linearnimi plazmidy.

Pocet plazmidu se v genomech jednotlivych druhi borelii lisi (Casjens et al., 2012).
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Kompletni sekvence genomu B. burgdorferi sensu stricto se sklada z 853 linearnich gent
umisténych na chromozomu a v 21 plazmidech o celkové velikosti genomu 613 000 bazi.
Mezi vSemi geny nebyly objeveny zadné sekvence potiebné pro syntézu aminokyselin,
nukleonovych kyselin a vysSich monokarboxylovych Kkyseliny (Fraser et al., 1997).
Pro ziskani téchto zivin se dokazi borelie uchytit k hostitelské buiice a pfinutit ji pouzit jeji
vlastni travici enzymy ke svému samozni¢eni a K uvolnéni potiebnych zivin (Grier et al.,

2000).

1.2.2 Cystické formy

Cystické formy mohou byt morfologicky rtznorodé, piesto je lze charakterizovat
jako vezikuly ohrani¢ené vnéjsi membranou (Obr. 2). Ve vezikulu mize byt jedna az nékolik
stocenych spirochét pokrytych pouze vnitini membranou
s peptidoglykanovou vrstvou. Dale obsahuji biciky
a agregaty makromolekul (Gruntar et al., 2001). Velikost
cystickych forem je 1-5 um (Brorson et al., 2001).
Experimenty provedené¢ O. Brorson a S. H. Brorson
invitro ukazaly, Ze transformace v cystickou formu
pti nedostatku zivin v médiu mize byt reverzibilni
proces (Brorson et al., 1998). Dale se ukazuje

pravdépodobné, ze cystické formy tzv. ,blebs* jsou

pouze mezistupném transformace mezi spirdlni G, o- Cysticka forma borélie.
a cystickou formou (Merildinen et al., 2015). Vytvofeni — M¢fitko: 1um.

morfologicky podobnych cyst bylo pozorovano v kulturach B. burgdorferi sensu stricto
i po oSetfeni antibiotiky (Sharma et al., 2015).

Dalsi cysticka forma borelii, vytvofena v reakci na nepiiznivé podminky, se nazyva
forma L nebo forma s deficienci bunééné stény. L-formy ztraci povrchové proteiny, které
predstavuji antigenni signal pro lidsky imunitni systém. V disledku toho neni imunitni

systém schopny rozpoznat nové perzistentni formy (Mursic et al., 1996).



1.2.3 Spolecenstva biofilmi

Spirochéty mohou také casto utvaret
biofilm (Obr. 3). Biofilmy piestavuji proteinové
bariéry, které chrani bakterie pied antibiotiky
a jsou odolné vuci fagocytarni imunitni odpoveédi.
Spolecenstva bakterii v biofilmech Iépe snaseji
zmény pH a nedostatek Zzivin. Dokazi hromadit
kyslikové radikaly a jejich nejdulezitéjsi

vlastnosti je rezistence vuci antibiotikim

(Jefferson et al., 2004; De la Fuente-Nunez et al.,

2013; Sapi et al., 2012). ?S*;;-i ef;ﬂ S;’gge“““’ biofilmu.

1.3 Klinicky obraz

Podle evropské definice, pfijaté na konferenci Svétové zdravotnické organizace
(WHO) v Serocku v roce 1995, je diagndza lymské borelidzy stanovena u pacienta, ktery byl
vystaven infikovanému klistéti a ktery nasledné vyvinul typické ptiznaky zpisobené
lymskou boreliézou, mezi které patii problémy koZniho ¢i nervového systému, pohybového
aparatu a srdce (Murray et al., 2010; Flisiak et al., 2000). K potvrzeni diagnozy se vyuziva
sérologicky prukaz anti-boreliovych protilatek. Definice onemocnéni podle Asbrink

a Hovmark ma dvé stadia a to ¢asné a pozdni (Asbrink et al., 1993).

1.3.1 Casna lymska boreli6za

Pii casné fazi onemocnéni se pfiblizn€ u 10 — 15 % pacientli objevi na kizi
ohrani¢end kozni 1éze erythema migrans (EM). Tento kozni projev nemusi byt
patognomicky pro lymskou boreliozu (Nadelman et al., 2015). EM se obvykle objevi do 3
az 30 dnt po kousnuti klistéte, nejcastéji na dolnich koncetinach (ptiblizné 54%) a trupu
(pfiblizné 29%). Kozni projev Se postupné rozSifuje, vytvoii se centralni pole, které
v priméru dosahne vice nez 5 cm. Toto dilezité znameni, umoziiujici snadnou diagnézu
lymské borelidzy, u velkého poctu pacientli chybi. V Casné fazi onemocnéni je obzvlasté
dilezita antibioticka 1é¢ba, ktera byva ve vétSiné piipada ucinna (Miillegger et al., 2008;
Aucott et al.,, 2009). V ptipad¢ zpozdéni 1écby napiiklad vlivem Spatné diagnostiky
pii chybgjicim koznim projevu EM nemoc muzZe piechdzet do rozSifené pozdni faze

a ovliviiovat ostatni organy (Nau et al., 2009).
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1.3.2 Pozdni lymska boreliéza

Pozdni faze onemocnéni nastava, pokud pacient nebyl 1éCen jiz v prvni fazi
onemocnéni. Borelie se postupné dostanou cévnim a miznim systémem z mista infekce
do dalsich organd (Wormser et al., 2006). Typické pro lymskou boreliézu je napadeni
pohybového aparatu. Tato faze infekce se objevuje po nékolika tydnech az letech
po kousnuti klistéte, ale obvykle po 6 mésicich. V prvnich tydnech od zacatku onemocnéni
je infekce ptiblizné u 60 % pacientii omezena na migrujici bolesti svalt. Nekteti pacienti
vsak hlasi i opakujici se bolest v kostech, kloubech nebo periartikularnich meékkych tkanich.
Typickym znakem je artritida s vypotkem, postihujici velky kloub, kterym je velmi Casto
Kloub kolenni. Pfiznak je obvykle asymetricky a je doprovazen edémem kloubu bez erytému,
obecné s n€kolika tydny remisi a relapst, které mohou zpusobit dysfunkei kloubu (Murray et

al., 2010; Stanek et al., 2012; Grygorczuk et al., 2008).

1.3.2.1 PostiZeni centralniho nervového systému

Postizeni centralniho nervového systému (CNS) se muze rozvijet jiz v Casné fazi
pfi vyskytu EM a neurologické ptiznaky jsou velmi variabilni. Typicky se objevuji
neurologické piiznaky piiblizné po n€kolika mésicich od infekce az nekolik let po infekci
(Murray et al., 2010). V Evropé u 70 % pacientd s napadenou CNS se rozviji Bannwarthtiv
syndrom, v¢etné lymfocytarni meningitidy nebo obrny hlavovych nervi (Halperin et al.,
2007). Primarné ovlivnénym nervem je VII, ale také VI, V, III a VIII. Meningitida je
zpocatku omezena na spodni ¢ast mozku nejblize mise a je spojena s mirnymi bolestmi
hlavy, pfi kterych nedochazi k zvySeni télesné teploty. Radikuldrni bolesti jsou vysledkem
piimé invaze borelii do nervovych kofenti. Bolesti se obvykle zvySuji béhem noci (Hansen et
al., 2013). Pokud 1é¢ba neza¢ne béhem nékolika dnti nebo tydnt a pacient trpi takovymto
obrny asmyslové abnormality (Hildenbrand et al., 2009). Mén¢ castou formou
neuroborelidozy jsou projevy napodobujici mozkovou ischemickou chorobu. Projevuji
se abnormalitou feci, poruchami vizualniho pole, zachvaty, letargii a progresivni demenci
(Sokolov et al., 2015; Garkowski et al., 2017; Kristoferitsch et al., 2018). V Evropé
se neuroborelidza vyskytuje Castéji, nez ve Spojenych stdtech americkych coz je zplisobeno

geografickymi rozdily v prevalenci druhu Borrelia garinii. (Murray et al., 2010).



1.3.2.2 Srdce

Srdce je postizeno béhem nékolika tydni po infekci piiblizné u 4-8% infikovanych
pacientl. Srdecni ¢innost vykazuje abnormality, zejména atrioventrikularni bloky rtiznych
stupiii, které se vyfesi spontanné u 95 % pacientl. Byly popsany piipady karditidy,
exsudativni perikarditidy a velmi ziidka se vyskytla také pankarditida (Rudenko et al., 2008;
Tavora et al., 2008; Rovery et al., 2005).

1.3.2.3 Kiize

Atroficka chronicka akrodermatitida (ACA) je zvlasté zakefna forma pozdni lymské
borelidzy vyvijejici se u pacientil infikovanych B. afzelii. ACA se projevuje mnoho let
po infekci, obvykle u star§ich osob. Léze jsou lokalizovany na dolnich konéetinach a postup
onemocnéni je pomaly (Vasudevan et al., 2013). ACA se vsak muze vyvinout
pacienti mohou pocitovat bolesti, svédéni nebo parestézie postizené kuze. Nelécené
ACA postupuje do atrofické faze, ktera je charakterizovana epidermalnim poskozenim
s viditelnymi rozsifenymi zilkami. Diagn6za muze byt obtizna a je zalozena na klinickém
obrazu v kombinaci s pozitivnim sérologickym a histologickym vysettenim (Grab et al.,
1996).

1.3.3 Chronicka lymska boreliéza

Chronickd lymska borelioza je velmi kontroverzni téma mezi lékafi, védci
| vefejnosti. Lymska boreliéza je jako chronickd diagnostikovana u pacientd, u kterych
seipo 1écbé antibiotiky proti lymské borelidoze pietrvavaji pfiznaky (Shor et al., 2019).
Americké centrum pro kontrolu a prevenci nemoci (Centers for Disease Control
and Prevention-CDC) uvadi, ze priznaky pfetrvavaji piiblizné u 10 — 20 % pacientd
po léceni antibiotiky s doporuc¢enou délkou lécby 2 — 4 tydny (Cdc.gov., 2019). Piesné
mechanizmy vedouci k pfetrvani onemocnéni i po antibiotické 1écbé zatim nejsou dostatecné
objasnény, aproto lékafi casto pouzivaji spiSe termin ,,postborreliovy syndrom®.
Postboreliovy syndrom znamend pouze opakujici se symptomy onemocnéni zpusobené
psychogennimi pfi€inami oznaCovanymi jako somatizace nebo psychosomatizace potizi.
V takovém ptipadé navrhne lékar pacientovi pouze symptomatickou 1écbu (Bartiingk et al.,
2013). Pacienti Casto zazivaji epizody unavy, neklidného spanku, bolavé klouby, bolest nebo
otoky kolen, maji snizenou kratkodobou pamét’ nebo problémy se soustfedénim a s fedi.

Mnoho studii ale naznacuje, ze pfiznaky chronické boreliézy se mohou objevit na zakladé
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schopnosti borelii piezivat 1é¢bu antibiotiky v nativni ¢i perzistentni formé. Dal$i moznosti
vzniku chronické formy onemocnéni miize byt i pretrvavajich imunitni reakce organismu
na nezivotaschopné borelie. Studie dokumentujici atypické ¢&i spiralni formy borelii
U pacientit s chronickou lymskou boreliézou jsou vSak pomérné omezené (Brorson et al.,

1997; Shor et al., 2019; Cdc.gov., 2019; Embers et al., 2012; Middelveen et al., 2018).

1.4 Lécba a diagnostické metody

Diagnodza lymské boreliozy je zalozena na kombinaci anamnézy pacienta, klinickych
priznakii a laboratornich analyz. Nejb&znéj$§im zpusobem, jak detekovat pfitomnost
protilatek proti antigeniim borelii z krve, jsou standartni sérologické testy, jako je Western
blot a Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. Tyto testy nepiimé detekce jsou nachylné
k faleSn¢ negativnim a fale$n¢ pozitivni vysledkiim a zejména v prub&hu onemocnéni mohou
byt nepiesné (Garibyan et al., 2013; Bratton et al., 2008). Kultivace borelii se v klinické
praxi nepouziva, protoze je ¢asoveé naro¢na a ma Spatnou citlivost v klinickych vzorcich (10
— 70%) a je nachylna ke kontaminaci. Ptima detekce pomoci polymerazové fetézové reakce
(PCR) je casové¢ efektivni, reprodukovatelna, citliva a specificka metoda bézné pouzivana
pro detekci bakterii a virt. PCR muze slouzit jako dopln€k k sérologii nebo k potvrzeni
a genotypizaci infikujicich spirochét komplexu B. burgdorferi sensu lato (Garibyan et al.,
2013; Lebech et al., 2000). Klinické testy vykazuji nejvyssi citlivost PCR pro detekci B.
burgdorferi sensu lato ve vzorcich biopsie kiize od pacientd s EM (36 — 88%) a ACA (54 —

PCR testil byla prokazana u vzorkd mozkomisni tekutiny (10 — 30%) a krve (10 — 20%)
(Bunikis et al., 2002; Waddell et al., 2016). PCR diagnostika lymské borelidzy je zaloZena
na detekci jednoho nebo vice cilovych gent B. burgdorferi sensu stricto. Bylo publikovano
vice nez 20 cilovych gend pouzivanych k detekci borelii napt. gen pro 16S rRNA, specificky
gen biciku flagelinB (flaB) a geny (ospA, ospB, ospC) kodujici specifické membranové
proteiny (Outer Surface Proteins A-C). Piesto zadny z nich nebyl dosud v laboratorni praxi
Siroce implementovan (Oksi et al., 1995). Pozitivni detekce DNA borelii ve tkani pomoci
PCR nemusi znamenat ptitomnost zivotaschopnych replikujicich se spirochét (lyer et al.,
2013). Lymska borelioza navic mize napodobovat svymi piiznaky syndrom chronické
unavy, roztrousenou skler6zu, amyotrofickou laterdlni skleréozu, Parkinsonovu
a Alzheimerovu chorobu (AD) a vice nez 350 dalsich nemoci, coz diagnostiku komplikuje

(Ablin et al., 2006). Piesna diagn6za ¢asné borelidzy je obzvlasté dilezita, protoze opozdéna
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nebo zmeskana diagndéza muize mit za nasledek vazné komplikace (Tugwell et al., 1997;

Waddell et al., 2016).

Lymska borelioza Vv ¢asné a pozdni fazi je 1éCena podanim antibiotik typu:

H T P site A site
doxycyklinu (DOX), amoxicilin (AMOX) /sos\ o
nebo  cefuroxim-axetil. DOX je ‘
g o L |Nascent A
Sirokospektralni  antibiotikum. Inhibuje | BoPeptde
( ¥ —— Transferase
syntézu bakteridlnich proteini vazbou 3 / sie
Doxycycline
na 30S ribozomalni podjednotku < mRNA
template

specifickou pro bakterie (Obr. 4). Inhibice

je zpusobena blokovanim vazby tRNA . .
Obr. 4: Grafické znazornéni funkce DOX.

namRNA v ribozomalni podjednotce.  http://www.antibiotics-info.org/doxycycline.html.

Riist bakterii se zastavi a imunitni systém ma &as je zabit a odstranit. U¢inek AMOX nastava

ve chvili, kdy dochazi k syntéze linearniho polymeru peptidoglykanu v bakterialni bunécné

sténé tj. v rustové fazi zivotniho cyklu
borelii (Obr. 5). V bun&&né sténé baktérii | Amexieiin /

jsou podélné tramce peptidoglykanu

propojeny priénymi mustky

tzv. transpeptidy. AMOX se  vklini
Obr. 5: Grafické znazornéni funkce AMOX.

do téchto mistkii a znemozni tim spojeni  htrp:/www.animalresearch.info/en/drug-
peptidoglykanu. (Schnappinger et al.,  development/drug-prescriptions/amoxicillin/.

1996; Weber et al., 1984; Chopra et al. 2001).

Nedavné studie in vitro ukazuji, Ze monoterapeuticka 1é¢ba antimikrobialnimi léky
(DOX, AMOX, tigecyklin, metronidazol a tinidazol) ma odlisny potencial pro vymyceni
bakterialni infekce B. burgdorferi sensu lato a to ptevazné jejich perzistentnich forem.
Zatimco vétSina zminénych antibiotik prokéazala zna¢nou Gcéinnost Vv likvidaci replikujicich
se spiralnich zivotaschopnych borelii (85 — 90 %) a cystickych forem (68 — 90 %), nebyl
ani jeden ze studovanych 1éki schopen snizit tvorbu biofilmii na vice nez 55 %.
V agregatech podobnych biofilmim byla prokazana i pfitomnost spiralnich forem borelii
(Sapi et al., 2011). Na druhou stranu existuje jen slaba evidence o piitomnosti
zivotaschopnych borelii po standardni 1écbe in vivo. Kazdy dalsi dikaz potvrzujici tutu
skutecnost by mohl piispét ke zmén¢ dosavadniho pfistupu a zkvalitnéni 1écby lymské

borelidzy.



2 Cile prace

1. Ovefit specificitu polyklonalni primarni protilatky namitfené proti nékolika proteiniim
B. burgdorferi sensu lato a na jeji kultufe oSetfené antibiotiky DOX a AMOX
stanovit afinitu primarni protilatky K spiralni i perzistentni forme¢.

2. Urcit u¢innost DOX a AMOX pii 1é¢bé borelii in vitro v kultiva¢nim mediu.

3. Pomoci PCR a imunohistochemické detekce testovat piitomnost borelii v tkanich
myS$i Mus musculus, které byly infikované borelii a nasledné pielécené antibiotiky
DOX a AMOX.

4. Pomoci PCR a imunohistochemické detekce testovat pfitomnost borelii v mozku

¢loveka (post mortem), ktery byl jako pacient pieléen Sirokym spektrem antibiotik.



3 Material a metody

3.1 Kultury borelii

Pro kultivaci byl pouzit druh B. burgdorferi sensu stricto, kmen NE-5264, ktery byl
kultivovan v Kelly-Pettenkofer medium (MKP, ptipraveno podle protokolu RuZich-Sabli¢)
Absence kontaminace a pocet borelii byly hodnoceny pouzitim mikroskopie v temném poli.
Vysledné mnozstvi spirochét bylo stanoveno pomoci pocitaci komirky Petroff-Hausser.
Bylo vybrano 5 kultur o koncentraci 10° borelii v 1 ml media, z nichz dvé kultury byly
osetifeny DOX (Sigma-Aldrich) a dvé AMOX (Sigma-Aldrich) antibiotiky bézn¢ uzivanymi
pii 1é¢bé borelidzy. Kazdé antibiotikum bylo aplikovano ve dvou koncentracich 50 ug/ml
a 100 pg/ml. Jako pozitivni kontrola byla pouzita nelécena kultura. Po 14 dnech ,lécby*
antibiotiky byly kultury zahu$tény centrifugaci a preneseny do 2% agaru

pro imunohistochemické zpracovani.

3.2 Mysi linie C3H/HeN

Pro experiment bylo pouzito 14 mySi zimbreedni linie C3H/HeN (Jackson
Laboratory, Sulzfeld, Germany). Jednalo se o Sestitydenni samicky, bez specifickych
patogent, pochézejici ze zvéfince Parazitologického ustavu Akademie véd Ceské republiky.
Dvanact mysi bylo infikovano 150 ul kultury borelii NE-5264 o koncentraci 10° borelii
v 1 ml a to subkutalni injikaci v oblasti trupu. Dvéma kontrolnim jedinctim bylo injikovano
pouze MKP medium. Po tfech tydnech od infekce byl mysim proveden odbér krve a biopsie
z usniho lalicku. Odebrané tkané byly testovany na piitomnost DNA borelii pomoci PCR.
Jak infikovani, tak kontrolni jedinci byli po ¢tyfech tydnech od injikace podrobeni 14denni
antibiotické 1écbé podle protokolu CDC (Obr. 6), ktery byl upraven pro pouziti
na laboratorni mysi. V protokolu jsou uvedeny davky bézn¢ predepisované pii 1écbe lymské
borelidzy u ¢loveéka. Davky 4,4 mg/kg DOX a 50 mg/kg AMOX, bézné podavany détem,
byly piepocitany na pruimérnou hmotnost mysi, coz je 16 g. Na zaklad¢ tohoto piepoctu byly
aplikovany davky 70 pug u DOX a davka AMOX byla 800 pg. Pozitivni kontrolou byli tii
neléceni jedinci. Dva tydny po ukonceni 1é€by byly mysSi usmrceny oxidem uhli¢itym
a odkrveny. Byly odebrany nekropsie organti, U kterych se predpokladéa vyskyt borelii. Témi
je mocovy méchyt, slezina, srdce a kolenni kloub. Kazdy organ byl rozdélen na poloviny,
jedena byla zmrazena v tekutém dusiku a skladovana v — 80 °C pro izolaci DNA a jedna
vlozena do modifikované Bouin-Hollande fixaze (BHS - bez kys. octové, ale s 10%

chloridem rtutnatym) pro imunohistochemické zpracovani.
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Age Duration,

Category Drug Dosage Maximum Days
Adults Doxycycline 100 mg, twice per day orally N/A 10-14
OR
Amoxicillin 500 mg, three times per day orally N/A 14
OR
Cefuroxime 500 mg, twice per day orally N/A 14
Children Doxycycline 4.4 mg/kg per day orally, divided into 2 100 mg per 10-14
OR doses dose
Amoxicillin 50 mg/kg per day orally, divided into 3 500 mg per 14
OR doses dose
Cefuroxime = 30 mg/kg per day orally, divided into 2 500 mg per 14
doses dose

Obr. 6: Protokol Centra pro kontrolu a prevenci nemoci (CDC). Standartni
davkovani antibiotické 1ééby lymské boreliozy pro DOX, AMOX a cefuroxime
u dospélého a ditéte (https://www.cdc.gov/lyme/treatment/index.html).

3.3 Lidska tkan

Zkoumanym organem byl lidsky mozek odebrany post mortem pacientovi XY
sttedniho véku po tfech dnech od umrti. Z mozku byly odebrany nekropsie z téchto Casti:
Occipital lobe, Temporal lobe, Parietal lobe, Frontal lobe, Basal ganglium, Cerebellum,
Plexus chorioideus, Varoli, Spinal cord, Medulla oblongata. Kazda nekropsie byla rozdélena
na dva dily. Jeden z dili byl nafixovan 4 % formaldehydem pro dalsi imunohistochemické
zpracovani a druhy byl zamrazen pro néslednou izolaci DNA. Podrobna diagnéza
0 pacientovi podléhd I¢katskému tajemstvi. Lze jen uvést, Ze pacient dlouhodobé¢ trpél
nevysvétlitelnymi bolestmi hlavy, doprovazenymi depresivnimi naladami a poruchami
paméti. Pacient prodélal ve skolnim véku lymskou boreliozu, ktera byla pieléCena
antibiotiky. Piestoze pied smrti nebyla u pacienta potvrzena lymska borelidza, uzival pacient

vysoké koncentrace riiznych antibiotik na tuto nemoc.

3.4 Isolace DNA

Zmrazené vzorky mysSich organti a lidského mozku byly homogenizovany a byla
z nich izolovana a purifikovana DNA podle nize uvedeného protokolu, ktery je zalozen

na postupu v kitu DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen, Obr. 7).
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N oo a &

. K casti organu o hmotnosti 10 — 25 mg ptidat 180 pl ATL

(liza¢niho) pufru, homogenizovat a resuspendovat vortexovanim
Nasledovné ptidat 20 pl proteindzy K a dikladné promichat
vortexovanim

Inkubovat pti 56 °C dokud nedojde k uplné lyzi tkané

(15 — 30 minut)

Vortexovat 15 sekund

Pridat 200 ul AL pufru do vzorku

Ptidat 200 pl ethanolu a poté inkubovat 10 minut pii 70 °C

Po 10 minutach piepipetovat cely objem do kolonky DNeasy mini
spin umisténé ve 2 ml sbérné zkumavce

Centrifugovat pti 8 000 rpm po dobu 1 minuty a vymé&nit sbérnou
zkumavku za novou

Pridat 500 pul AW1 pufru a znovu centrifugovat pii 8 000 rpm po

dobu 1 minuty a vyménit sbérnou zkumavku za novou

10. Ptidat 500 ul AW2 pufru a centrifugovat pii 8 000 rpm po dobu 1

minuty

11. Umistit kolonku do ¢isté zkumavky 1,5 ml eppendorf, ptidat 100

ul H20 K eluci a inkubovat 1 minutu pii pokojové teploté

12. Centrifugovat po dobu 1 minuty pti 8 000 rpm

13. Umistit izolované DNA do 4 °C do dalsiho zpracovani

3.5

Na spektrofotometru (NanoDrop) byla zkontrolovana ¢istota

a koncentrace izolované DNA. Méfeni byla opakovana tikrat pro kazdy
vzorek a byla vypoctena pramérna hodnota. Takto izolovana DNA byla

pouzita jako templat pro néslednou PCR.

Polymerazova retézova reakce (PCR)

Bind

aaf

3

i

Wash

-

l

v

= |
I;J Elute

T

Ready-to-use DNA

Obr. 7: lzolace
DNA. (Qiagen).

PCR je technika, kterda umoziuje amplifikaci konkrétni oblasti DNA specifikované

(mén¢ nez 200 ng/na reakci).
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pomoci dvou kratkych tusekli nachdzejicich se na vedoucim a opozdéném vldknu
tzv. primert. Pro PCR reakci byl vyuzit kit HotStarTaq Plus Master Mix Kit (1000)
(Qiagen). PCR o0 objemu 20 pl se skladala z 10 ul HotStarTaq Plus Master Mix (2x), 5 ul
Milli-Q-purified H20, 2 pul primerta forward a reverse (kazdy po 1 pl) a 3 ul DNA templatu



Pro zvyseni specificity a senzitivity byla pouzita modifikace PCR oznacovana jako
»hested“ PCR. Tato metoda je dvoustupniova a sklada se ze dvou nasledné provedenych
PCR, kdy produkt prvni reakce je pouzit jako templat pro reakci nasledujici. PCR byla
provadéna sedvéma pary primeria cilenych na gen flagB a pro borelie
specificky membranovy proteinn 0SpC. Ob¢ skupiny primert jsou popsané v tabulce nize.
Teplota nasedani prvniho vnéjsiho paru primert byla 52 °C a teplota vnitiniho paru 55 °C
U obou gent. Primery a podminky PCR amplifikace byly pievzaty z (Clark et al., 2005)
pro flagB a (Bunikis et al., 2004) pro OspC (Tab. 1). VSechny reakce zahrnovaly pozitivni
kontrolu, kdy do reakce byla ptfidana DNA izolovana z kultury borelii. Negativni kontrola
spo¢iva v nahradé DNA za Milli-Q-purified H2O. Vysledné produkty PCR byly rozdéleny
elektroforézou na 1 % agarézovém gelu. VSechny pozitivni produkty PCR byly piecistény
z gelu a odeslany na sekvenaci (Segme.eu). Ziskana data o sekvenovani byla analyzovana
pomoci program DNAStar a odeslana k porovnani do GenBank. U vzorkli z mysi byla
potvrzena infekce kmenem B. burgdorferi sensu stricto NE-5264 a u vzorku z lidského

mozku byl identifikovan druh borelie zodpovédny za infekci.

Primer Sekvence Nasedaci | Velikost
teplota (bp)
flagellin
forward (out) | AARGAATTGGCAGTICAATC
' 52°C 497
flagellin -
reverse (out) | GCATTTTCWATTTTAGCAAGTGATG
flagellin
forward(in) ACATATTCAGATGCAGACAGAGGTTCTA
' 55°C 388
flagellin
reverse (in) GAAGGTGCTGTAGCAGGTGCTGGCTGT
ospC
forward (out) ATGAAAAAGAATACATTAAGTGC
52°C 657
ospC
reverse (out) | ATTAATCTTATAATATIGATTTTAATTAAGG
ospC
forward (in) | TATTAATGACTTTATTTTTATTTATATCT
55°C 617
ospC
reverse (in) | TTGATTTTAATTAAGGTITITTIGG

Tab. 1: Specifikace vyuZzitych primeri. (Clark et al., 2005; Bunikis et al., 2004).
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3.6 Fixace a preparace vzorki

Mysi ¢asti organt byly fixované v BHS celou noc pii 4 °C. Fixaz byla vymyvana 70%
ethanolem po dobu dvou dnti, kdy byl ethanol 5 — 6 x vyménén. Nasledn¢ byly promyty ve
fosfatovém pufru (PBS). Casti mozkové tkané fixované ve 4 % formaldehydu byly
nékolikrat promyty v PBS. VSechny organy i tkané byly rozd¢leny na mensi kousky tvaru
krychle o rozméru 2,5 - 5 mm. Tyto kousky byly ptevedeny do paraplastu.

3.6.1 Zhotoveni paraplastovych rezii

Zhotoveni paraplastovych fezli bylo provedeno dle protokolu (Sauman a Reppert,
1996). Vzorky byly odvodnény vzestupnou alkoholovou fadou: 70%, 96%, 100% ethanol
vzdy 2 x40 minut. Poté byly 2 x 30 minut promyty v 100% chloroformu, zality
do paraplastu a ponechany dvé noci pii 60 °C, aby doslo k proniknuti paraplastu do tkané.
Po vyndani byly vzorky ponechany dvé hodiny pii pokojové teploté zpolymerizovat.
Paraplastové blocky byly krajené na mikrotomu na fezy o tloustce 10 um, které byly
naskladany do kapky vody napodlozni sklicka potazena vrstvou polylysinu (Menzel-
Glaser). Sklicka s fezy byla pienesena na ploténku o teploté 40 °C. Poté kdy vlivem vyssi
teploty doslo k natazeni fez, byla pifebyte¢na voda odsata a sklicka byla ponechdna dva dny
na ploténce, aby fezy dostatecné pfilnuly. Vzorky byly skladovany pii 4 °C

do imunohistochemického znadeni.

3.7 Imunohistochemie
Principem je zviditelnéni proteinii pomoci specifické protilatky, ktera reaguje s epitopy
hledaného antigenu. V experimentech byla pouzita nepifima imunohistochemickéa detekce,

kterd vyuZziva znac¢enou sekundarni protilatku k detekci neznaené primarni protilatky.

3.7.1 Primarni protilatka

K detekci borelii byla pouzita komer¢né pripravena krali¢i polyklonalni protilatka
namifend proti nékolika riiznym proteinim specifickym pro komplex B. burgdorferi sensu
lato (Borrelia burgdorferi Polyclonal Antibody, Invitrogen, katalogové ¢islo PA1-73004).
Rozpoznava jednak membranovy vesikalni protein 0 velikosti 83 kDa, dale protein bic¢iku
FlagB s velikosti 41 kDa a specifické membranové proteiny OSpA a OspB s molekularni
hmotnosti 34 kDa a 31kDa. Primarni protilatka byla fedéna v poméru 1:200 v blokovacim

médiu tvofeném 5 % kozim sérem v PBS s 0,3 % Tween20 (PBS-Tw).
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3.7.2 Sekundarni protilatky

Pro zviditelnéni navazané a) b)
primarni protilatky byly vyuzity ; 4 "'y

dvé  sekundarni  protilatky HRP

namifené proti krali¢im _
imunoglobulinim (Obr. 8.) Kozi sekundarni protilatka sekundérni protilatka
protilatka s konjungovanou

fluorescencni  znackou (Goat
anti-Rabbit 1gG (H+L) Highly
Cross-Adsorbed, Alexa Fluor
488, Invitrogen) a kozi protilatka u tkafovy antigen u tkafiovy antigen

znaCend enzymaticky pomoci  opr g-

primarni protilatka primarni protilatka

Schéma imunohistochemického znaceni.
kienové peroxidazy (Goat anti-  (8) Znaceni sekundarni protilatkou s flourescencni

. . znackou Alexa 488. (b) Znaceni sekundarni protildtkou
Rabbit Highly Cross-Adsorbed s konjungovanou kienovou peroxidazou (HRP). DAB -
HRP, Invitrogen). Protilatky  3,3'-diaminobenzidine substrat pro HRP.

byly fedény v blokovacim médiu

v poméru 1:500.

3.8 Nepiima imunofluorescence

Pfed imunohistochemickym znafenim na paraplastovych fezech je nutné nejprve
odstranit paraplast a fezy na skle zavodnit sestupnou alkoholovou fadou. Poté se z nich
odstrani téZké kovy oObsazené v BHS dvojici roztoki Lugoliva a thiosiranu sodného
(Na2S0s). Pied aplikaci primarni protilatky je nutné vysytit nespecifickd vazebnd mista
pomoci ,,normalniho* koziho séra a nasledné¢ vymyt nenavazanou primarni protilatku.
Navazanad primarni protilatka je detekovand pomoci sekundarni protilatky znacené
fluorescenéné nebo enzymaticky. Zatimco fluorescen¢ni znaceni miizeme sledovat
ve fluorescencnim mikroskopu, vizualizace sekundarni protilatky znacené kienovou
peroxidazou vyzaduje pfitomnost substratu, kterym je 3,3'-diaminobenzidine (DAB). Ten
produkuje srazeninu hnédé barvy, kterou Ize pozorovat ve svételném mikroskopu. Na zavér
se fezy odvodni vzestupnou alkoholovou fadou a zamontuji do uzaviraciho media
dibutylphthalate polystyrene xylene (DPX, Fluka). Pfesny protokol i s ¢asy jednotlivych

kroki je uveden nize.
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15.
16.
17.
18.
19.

3.9

Promyt v xylenu...2 x 10 min
Promyt v 100% ethanolu... 5 min
Promyt v 96% ethanolu...10 min
Promyt v 70% ethanolu...15 min
Promyt v H20...3 min

Promyt v Lugolové roztoku...3 min
Promyt v Na;S0Os...7 min

Promyt v H20...5 min

Promyt v PBS-Tw...10 min

. Inkubovat s 5 % kozim sérem v PBS-Tw...60 min pfi pokojové teploté
. Inkubovat s primarni protilatkou...24 hod ve 4°C

. Promyt v PBS-Tw...3 X 20 min

. Inkubovat se sekundarni protilatkou...90 min pii pokojové teploté

. Promyt PBS-Tw...2 x 20 min

Pouze pii pouziti enzymatické sekundarni protilatky zna¢ené HRP:
a. Promyt v 0,05M Tris-HCI pH 7,5 s 0,005% H20>...10 min
b. Inkubace v 10% roztoku DAB v 0,05M Tris-HCI pH 7,5 s 0,005% H2O>...10 min
c. Zastavit reakci v H20...5 min

Promyt v 70% ethanolu...5 min
Promyt v 96% ethanolu...5 min
Promyt v 100% ethanolu...2 min
Promyt v xylenu...2 X 2 min
Zaliti do DPX

Fluorescenc¢ni a konfokalni mikroskopie

Vzorky byly analyzovany ve svételném mikroskopu (BX51 Olympus)

vybaveném CCD kamerou (DP80 Olympus) a v konfokalnim mikroskopu (FluoView™ FvV

3000 Olympus), ktery umoznil ziskani série snimkd s rozlisenim 1024 x 1024. V programu

Imaris verze 6.3.1 (Bitplane) byly jednotlivé vrstvy poskladany do 3D obrazu. Takto slozeny

obraz ve formatu TIF byl nasledné graficky upraven (korekce jasu a kontrastu) v programu
Adobe Photoshop (Adobe Systems).

-16 -



4 Vysledky

4.1 Detekce borelii v kulturach oSetfenych antibiotiky DOX

a AMOX.
Kultury B. burgdoferi sensu stricto oSetfené antibiotiky DOX nebo AMOX

o0 koncentraci 50 pg/ml byly pouzity k ovéfeni specificity primarni polyklonalni protilatky
anti-B. burgdoferi sensu lato (Invitrogen) namifené proti nékolika specifickym proteinim
(blizsi specifikace viz Material a metody). Borelie zahusténé centrifugaci byly pfeneseny do
2% agaru a zality do paraplastu. Imunohistochemicka detekce na paraplastovych fezech
0 tloustce 10 um prokazala piitomnost jak perzistentnich tak spirdlnich forem borelii. Obé
formy vykazovaly stejnou intenzitu signalu, coz ukazuje, ze zména morfologie nema vliv
na afinitu primarni protilatky (Obr. 9.) V kontrolnich vzorcich byla specificita pozitivniho
signdlu ovéfena zdménou primarni protilatky za ,,normalni kozi sérum, které bylo

aplikovéno ve stejném fedéni jako primarni protilatka.

Utinnost antibiotik byla stanovena jejich aplikaci na kultury borelii ve dvou
rozdilnych koncentracich a to 50 pg/ml a 100 pg/ml pro kazdé antibiotikum (Obr. 9 a - h).
Perzistentni i spiralni formy byly detekovany 1 pfi oSetfeni kultury borelii vysokymi davkami
antibiotik. Stanovit procentualni zastoupeni jednotlivych forem nebylo mozné z duvodu

tvorby agregatt (Obr. 9i).
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Obr. 9: Detekce B. burgdorferi sensu stricto v kulture prelé¢ené antibiotiky.

(a-h) Borelie v kultufe prelécené antibiotiky AMOX a DOX o koncentracich 50 pg/ml
(low) a 100 pg/ml (high). (i, j) Borelie v nelécené pozitivni kontrole. V levém sloupci jsou
fotografie ¢asti kultur pfi malém zvétseni. Pravy sloupec ukazuje detailni zabéry spiralnich
forem borelii. Perzistentni formy borelii jsou ukézany v insertech v pravého sloupce. Sipka
ukazuje na agregat borelii. Métitko: 1pm.
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4.2 Detekce borelii v tkanich mysi Mus musculus linie C3H/HeN
prelécenych antibiotiky DOX a AMOX

Jedinci inbredni mysi linii C3H/HeN byli infikovani kulturou B. burgdorferi sensu
stricto NE-5264 a nasledné 1éCeni antibiotiky DOX, AMOX a jejich kombinaci podle
protokolu CDC. Koncentrace antibiotik byla 70 ug DOX a AMOX 800 pg na jedince. Kazda
skupina obsahovala tfi jedince. Pieclééené mysi byly usmrceny a byly jim odebrany
nasledujici organy: mocovy méchyt, srdce, kloub a slezina. Tyto organy byly zvoleny
na zakladé drivéjsich studii, které u nich prokazaly vyssi miru vyskytu borelii (Golovchenko
et al., 2016). V laboratoii prof. RNDr. Libora Grubhoffera, Molekularni ekologie vektort
a patogentl, Parazitologicky ustav Akademie véd Ceské republiky Rudenko a kolektiv
vzorky zpracovaly a podrobily analyze ,nested“ PCR, ktera testuje pfitomnost DNA
spirochét, gent flagB a ospC (obr. 10). VétSina testovanych vzorkd at’ uz pteléCenych
jednotlivymi antibiotiky nebo jejich kombinaci vykazovala pfitomnost gent flagB a ospC,
pficemz nejéastéji byly pozitivni vzorky kloubd amocovych méchyia (Piiloha A).
Sekvenace pozitivnich PCR produktd potvrdila piitomnost DNA stejného kmene
B. burgdorferi sensu stricto, kterym byly mysi infikovany. Pfestoze pozitivni vysledky PCR

odhalily pfitomnost DNA borelii, nejednalo se o dikaz ptitomnosti zivotaschopnych forem.

., ‘w
. , N - c
. Infikovana @  Infikovana S P
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& AMOX T & AMOX <

Obr. 10: Pfiklad detekce genu flagB u dvou zastupct mysi linie C3H/HeN pi-elééenych
AMOX pomoci nested PCR. Marker: 100bp.
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Pritomnost spiralnich nebo perzistentnich forem borelii, které by mohly vést
k relapsu onemocnéni, byla testovana imunohistochemicky za pouziti protilatky anti-
B. burgdorferi sensu lato, jejiz specificita byla prokazana in vitro v kulturach borelii.
Imunohistochemickd detekce byla provedena na paraplastovych fezech vSech organi,
ukterych byla prokdzana pfitomnost DNA borelii pomoci ,nested“ PCR. Utvary
pfipominajici tvarem a velikosti (V priméru 1 — 10 um) morfologii perzistentnich forem
borelii byly nalezeny zejména v mocovém méchyii a v kloubech (obr. 11). Vyskytovaly se

ojedinéle s frekvenci 0,16 — 0,3 kusy v 1 mm? tkang.

Piestoze byla zjisténa pfitomnost perzistentnich forem, nelze vizualné stanovit, zda
se jedna o zivotaschopné borelie. Rudenko a kolektiv potvrdily vyskyt Zivotaschopnych

forem borelii v testovanych tkani pomoci rekultivace vzorkt v kultiva¢nim mediu, kde byly

mikroskopicky pozorovany spiralni formy borelii.

Obr. 11: Detekce perzistentnich forem B. burgdorferi sensu stricto v mysi linii C3H/HeN pi‘elééené
antibiotiky DOX a AMOX. (a) Perzistentni forma borelie v mo¢ovém méchyfi, detailni zabér v insertu.
(b) Perzistentni forma v kolennim kloubu vyznacena Sipkou. (C) Detailni zabér perzistentni formy
z obrazku b. modie jsou znac¢ena jadra bungk, ervené erytrocyty. Métitko: a, ¢ 10 um, b 100 pm.
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4.3 Detekce borelii v mozkové tkani ¢lovéka preléteného bézné

predepisovanymi antibiotiky na lymskou boreliézu

Casti lidského mozku odebrané patology po smrti pacienta (viz. Material a metody)
byly Rudenko a kolektivem nejprve zpracovany a testovany na pfitomnost geni flagB
a ospC pomoci ,,nested PCR (obr. 12). Kromé téchto gent byla pomoci PCR stanovena
| pfitomnost 8 ,,housekeeping* genti charakteristickych pro borelie. Ve vsech vzorcich byla
potvrzena ptitomnost alesponi jednoho z hledanych gent (Pfiloha B). Pfitomnost nejvétsiho
poc¢tu genu borelie byla odhalena ve vzorcich z tylniho laloku. Sekvenace produkti PCR

odhalila pfitomnost dvou kment B. Burgdorferi sensu stricto a B. garinii.

flagB ospC
spankovy plexus tylni pozitivni spankovy plexus tylni pozitivni
lalok lalok kontrola lalok lalok kontrola

Obr. 12: Detekce genu flagB a ospC ve tfech ¢astech lidského mozku pomoci nested PCR.
Marker: 100bp.
Nekropsie odebrand z tylniho laloku o rozmérech 6 X 4 X 3 cm byla pouzita
pro imunohistochemickou detekci borelii. Z velkého kusu tkan€ byla ndhodné vybrana
screeningova mista o primérné velikosti 125 mm?3, kterd byla odvodnéna, prevedena

do paraplastu a pokrajena na fezy o tloustce 10 um (Obr. 13).

Obr. 13: Nekropsie lidského mozku o rozmérech 6x4x2x cm. Modré ramecky vyznacuji
5 screeningovych mist pouzitych pro zhotoveni parafinovych fezfl. Sipky ukazuji na mista,
ve kterych byl nalezen pozitivni signal.
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Na fezy byla aplikovana primarni protilatka anti-B. burgdorferi sensu lato. Obdobné
jako v kulturach borelii nebo mysich tkanich byla k vizualizaci pouzita sekundarni protilatka
fluorescentni znackou (Alexa 488). Béhem jeji detekce ve fluorescenénim mikroskopu byla
vSak zaznamenana vyrazna autofluorescence mozkové tkané patrné zpasobena lipofuscinem

(Obr. 14).

Obr. 14: Autofluorescence v paraplastovych iezech tylniho laloku lidského mozku.
Poznamka: Autofluorescence muze byt zplsobena lipofuscinem. Tento lipoprotein
se v lidském mozku vyskytuje ve velké mife. Jeho hromadéni se zvySuje se stafim
a pii patologickych stavech nebo umrti. Méfitko: a 10 um, b 50 um.

Z tohoto diivodu byla pouzita sekundarni protilatka znacena enzymaticky kienovou
peroxidazou (HRP). Jejiz funk¢énost byla nejprve ovéfena na fezech z kontrolni kultury

borelii (Obr. 15).

. D — \ E—

Obr. 15: Detekce borelii pomoci sekundarni protilatky zna¢ené HRP. Snimky zachycuji borelie
v kultufe nepielécené antibiotiky. Métitko: 10 pm.
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Pomoci kombinace specifické primarni protilatky a sekundarni protilatky znacené
enzymaticky byly v lidském mozku objeveny tUtvary, které svymi rozméry a morfologii
odpovidaji atypickym formam borelii (Obr. 16). Tyto utvary byly ¢asto stocené do cystické
formy orozmérech 1 - 10 pum. Jejich velikost odpovidala rozméru perzistentnich forem
borelii pozorovanych v antibiotiky oetienych kulturach. Utvary se vyskytovaly ojedinéle,
pfi¢emz z 5 screeningovych mist byly detekovany atypické formy pouze u dvou (Obr. 13)
s frekvenci 0,16 - 0,3 kusy v 1 mm? tkang.

Obr. 16: Detekce borelii v tylnim laloku lidského mozku. (a-c) Snimky ze svételného
mikroskopu znéazoriujici atypické formy borelie. (d) Fotografie ¢ byla upravena pomoci
obrazové analyzy v programu Image J FIJI. Méritko: 10um.
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5 Diskuze

Tato prace se zaméfuje na pritkkaz ptitomnosti borelii v kulturach a tkanich hostiteli
prelécenych bézné predepisovanymi antibiotiky na lymskou borelidzu jako je DOX
a AMOX. In vitro experimenty jasné prokazaly, ze i vysoké davky antibiotik nemaji 100%
ucinnost na potlaceni zivotaschopnosti borelii. V kulturach oSetienych 100 pg/ml byly
kromé perzistentnich forem pozorovany dokonce i formy spiralni (Obr. 9), tudiz kultura
pravdépodobné zustavala i nadale zivotaschopna. NaSe pozorovani potvrzuje vysledky
predchozich studii na kulturach B. burgdorferi sensu lato, kdy po oSetfeni sadou antibiotik
(DOX, AMOX, tigecyklin, metronidazol a tinidazol) roste zastoupeni perzistentnich forem
oproti formam spiralnim a schopnost pieziti obou forem zavisi na pouzitém antibiotiku (Sapi
et al., 2011). Tti dny po aplikaci DOX (500 pg/ml) klesl pocet spiralnich forem na 10 % a
vzrostl pocet perzistenich forem na 275 %, z nichZz pouze 5 % nebylo Zivotaschopnych
(procenta jsou uvedena vzhledem ke stavu kultury). Tti dny po aplikaci AMOX (500 pg/ml)
se snizil pocet spirdlnich forem na 30 % a perzistentnich forem na 68 %, z nichz 30 %
nebylo zivotaschopnych. Nejvétsi ucinnek byl pozorovan po aplikaci tinidazolu (500 pg/ml)
a tigecyklinu (20 pg/ml), které snizuji pocet forem spiralnich 0 94 % a 95 %, perzistentnich
na 6% a4%, znichz 2 % a 1 % nebyly zivotaschopné. Tinidazol se bézné pouziva proti
protozoovym infekcim a tigecyklin p#i bakterialnich infekcich zptuisobenych rezistentnimi
bakteriemi, kdy jina antibiotika selhavaji (Sapi et al., 2011). V naSem piipadé nebylo
vyhodnoceno procentudlni zastoupeni jednotlivych forem jednak z divodu tvorby agregatt
a jednak proto, Ze kultury borelii byly vyuZity zejména k ovéfeni specificity ndmi pouzivané
zpracovani kultury pro imunohostochemickou detekci na paraplastovych fezech popiipadé
I stafim kultury. Nicméné pii analyze imunohistochemické reakce nebyly pozorovany
vyrazné rozdily v zastoupeni cystickych forem po oSetfeni DOX a AMOX, coz lze vysvétlit
pouzitim vyrazné niz§ich koncentraci antbiotik nez bylo pouzito ve vySe uvedené praci (Sapi

etal., 2011).

K ovéteni, zda bézné uzivany postup pii 1écbé lymské borelidzy tj. aplikace DOX
a AMOX vede k tplnému potlaceni infekce, byly studovany tkané savci pielécenych in vivo
dle protokolu CDC. Imunohistochemicka detekce odhalila pfitomnost borélii v kolennim
kloubu av mocovém méchyii mysi preléCenych antibiotiky AMOX, DOX a jejich

kombinaci a v tylnim laloku lidského mozku (post mortem). Ve vSech ptipadech se jednalo
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0 atypické formy borelii Srozméry 1 - 10 pm amorfologii odpovidajici cystickym
perzistentnim formam. Vzhledem Kk nizké frekvenci jejich vyskytu tj. 0,16 - 0,3 kusy
v1mm? tkané, nelze vylougit, Ze spiralni formy, které se v odetienych kulturach borelii
vyskytuji ve vyrazné niz§im procentualnim zastoupeni (Sapi et al., 2011), zdstaly v tkanich
neodhaleny. Zivotaschopnost borelii v pielééenych jedincich ovéfena jejich uspdsnou
které¢ se nepodaiilo detekovat nebo zménou atypické formy borelii zpét do spiralni formy
pii navraceni do piiznivych podminek. Schopnost perzistentnich forem borelii vratit
se do své spiralni replikujici se formy byla jiz dfive prokazana in vitro (Brorson et al., 1998).
Tyto kultivacni pokusy vSak neberou v tvahu moznost, Ze kultura perzistentnich borelii
mohla obsahovat replikujicich se spiralni jedince, ktefi unikli detekci. Reverze cystickych
forem borelii na replikujici se formy nikdy pfimo pozorovana nebyla. Tento fenomén je vSak
dobfe znamy u jinych spirochét naptiklad pivodce onemocnéni syfilis, (spirochéta rodu
Treponema pallidum), ktera po pieléCeni antibiotiky piechazi do perzistentni formy

vyvolavajici chronické onemocnéni (Miklossy et al., 2008).

Chronickd lymska borelioza je stdle kontroverznim tématem a neni Iékatskou
spolecnosti akceptovdna. To mé negativni vliv na pacienty, kterym se nedostdvd vhodné
lécby. Dlouhodobé uZzivani antibiotik vSak nemusi byt €inné a navic mize mit negativni
vliv na zdravi. Dikazti prokazujicich pfetrvani onemocnéni na zakladé pfitomnosti
atypickych forem borelii neni mnoho. Existuji jen ojedin€lé studie podporujici existenci
borelii v prelécenych jedincich. Jednd se o zavéry z lékarskych kazuistik prokazujicich
pfitomnost borelii v tkdnich z ptelécenych pacienttl, vétsinou na zéklade vysledki PCR testi,
které ovSem nepotvrzuji piitomnost zivotaschopnych borelii (Lantos et al., 2013).
Imunohistologické testovani biopsii nebo nekropsii bylo provedeno sporadicky (kvili
vzacnosti analyzovanych vzorkd) a navic velikost i popis forem borelii byly nejednotné.
U nékterych studii byla zpochybnéna specifita pouzité monoklonalni protilatky, u které
se prokazala zkiizena reaktivita s dal$imi lidskymi antigeny (Lantos et al., 2013; Yu et al.,
1997).

Podobné jako je tomu u chronické lymské boreliozy, se v soucasné dobé mnozi
dikazy o tom, ze jednim z pivodct Alzheimrovy choroby (AD) mohou byt atypické formy
spirochét. Dlikazem mohou byt patologické procesy vyskytujici se u AD, které jsou

v né¢kolika aspektech shodné se zanéty mozku, zpusobenymi perzistentnimi bakteriemi.
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Tézce znicitelné perzistentni formy spirochét mohou byt spoustééem silného zanétu

vedouciho az k apoptoze neuronti ¢i k amyloidoze. (Miklossy, 2008; Miklossy et al., 2005)

Prestoze lymska borelioza jest¢ neni uznana jako nemoc piimo pusobici umrti
pacienta, snizuje kvalitu Zivota milionim lidi po celém svété. Dukazi potvrzujicich
chronicitu lymské borelidézy pribyva, coz vede k nutnosti pochopeni jeji pfiiny a k nalezeni
vhodného zpisobu 1é¢by. Tato studie prokazuje schopnost borelii ptezit v hostiteli
po antibiotické 1écbé a to jak rekultivaci spirochet z tkani prelécenych hlodavcd,
tak imunohistochemickou detekei borelii pomoci specifické protilatky. Piedklada tak padny
dikaz toho, ze b&Znd monoterapeutickd 1écba lymské boreliozy neni dostacujici

ke kompletnimu odstranéni infekce.
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6 Zavér

Lécba lymské borelidzy spociva v eliminaci replikujicich se forem spirochét aplikaci
riznych druht antibiotik. Nejcastéji se pouziva kratkodoba monoterapie antibiotiky
doxycyklin a amoxicilin. V mnoha pfipadech vSak pfiznaky nemoci pretrvavaji
I po opakované 1é¢bé. Vysledky imunohistochemického Setieni ukazaly, ze se ve tkanich
savcell preléCenych dle zavedenych postupli stile nachézi perzistentni formy borelii
s frekvenci vyskytu 0,16 — 0,3 jedinci na 1 mm3. Schopnost rekultivace borelii z tkani
preléCenych mysi prokazala pfitomnost zivotaschopnych forem borelii. Relaps infekce
by mohl byt zplsoben reverzi perzistentnich forem zpét do forem replikujicich poté,
o se zmirni ¢i ustoupi GCinek antibiotik. Nelze vSak vyloucit, ze vzhledem k nizké frekvenci
vyskytu borelii v pielécenych tkénich se jen nepodafilo zachytit spirdlni formy, které
se v oSettenych kulturdch borelii vyskytly v mnohem niz§im zastoupeni nez formy

perzistentni.
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7 Seznam zKratek

16SrRNA  gen 16S ribozomalni podjednotky

ACA atopicky chronicky ekzém

AD Alzheimerova choroba

AMOX amoxicilin

BHS Bouin-Hollande fixaz

CDC Centers for Disease Control and Prevention
CNS centrdlni nervovy systém

DAB 3,3'-Diaminobenzidine

DOX doxycyclyne

DPX dibutylphthalate polystyrene xylene medium
EM erythema migrans

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
flaB gen bic¢iku flagelinB

HRP kienova peroxiddza

LD Lyme disease

MKP Kelly-Pettenkofer medium

PBS fosfatovy pufr

PCR Polymerazova fetézova reakce

0SpA Outer Surface Proteins A

ospB Outer Surface Protein B

ospC Outer Surface Protein C

WHO Svétova zdravotnicka organizace
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9 Prilohy

A.

m2 negativni 1A |m3 pozitivni 2A| m4 pozitivni 2B|m5 pozitivni 2C |m6é Dox 3A |m7 Dox 3B |m8 Dox 3C
m. méchy# | flagB fospC flagB/ospC flagB/ospC flagB/ospC | flagB/ospC | flagB/ospC | flagB/ ospC
slezina flagB [ospC flagB/ospC flagB/aspC flagB/ospC | flagB/ospC | flagB/ospC | flagB/ospC
srdce flagB fospC flagB/ospC flagB/ospC flagB/ospC | flagB/ospC | flagB/ospC | flagB fospC
kloub flagB [ospC flagB/ospC flagB/aspC flagB/ospC | flagB/ospC | flagB/ospC | flagB/ospC

m1l negativni 1B |m9 Amox 4A |ml10 Amox4B |mll Amox4C |m12A/D5A | m13A/D 5B ml14A/D5C
m. méchyi | flagB fospC flagB/ospC flagB/ospC flagB/ospC | flagB/ospC |flagB /ospC | flagB fospC
slezina flagB [ospC flagB /ospC flagB/ospC flagB fospC | flagB/ospC | flagB/ ospC | flagB/ospC
srdce flagB [ospC flagB /ospC flagB/aspC flagB/ospC | flagB/ospC | flagB/ospC | flagB/ ospC
kloub flagB [fospC flagB/ospC flagB/ospC flagB/aspC | flagB/ospC | flagB/ospC | flagB/ospC

Piiloha A: Tabulka vysledki PCR analyzy z mysich tkani. Cervena barva znamend
pozitivitu. A/D je zkratka pro kombinaci antibiotik (AMOX/DOX). Negativni 1A a 1B jsou
neinfikované mysi. Pozitivni 2A - 2C jsou nelécené mysi.

B.
spankovy | plexus tylni celni temenni | bazalni | mozecek
lalok lalok lalok lalok | ganglium

UvrA + + + + + + +
clpA + + + +

pepX + + + + + + +
rplB + + + + + + +
pyrG + + + + + +
clpX +

nifS + + + + +

Ptiloha B: Tabulka vysledkit PCR analyzy 8 housekeeping genii ve vzorcich lidského
mozku. Pozitivni signal oznacen symbolem +.
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