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1. UvOD

Lymska boreliéza (téz lymeska borelidza, déle jen LB) je nejcastéjsi infekéni
onemocnéni prenasené klistaty na ¢lovéka. Je rozsSifeno zejména na severni polokouli.
Zpusobeno je spirochetami rodu Borrelia. Ro¢né je evidovano na 85 000 pfipadia v Evropé a
az 300 000 v USA (www.cdc.gov). S piipoétenim neohlasenych ptipadi tohoto onemocnéni
se muze celkovy pocet za rok dostat az na 500 000 LB jen v USA (Nelson et al., 2015).
Pocet ptipadu kazdym rokem stoupd, coz mize byt zptisobeno globalnim oteplovanim Zem¢,
diky kterému se rozSifuje ekologicka nika pienaSeCe onemocnéni- klistat rodu Ixodes
(Brownstein et al., 2005). Diky objevu novych druhii a pietrvavajicim analyzam infek¢énich
schopnosti jiz popsanych borelii je mozné, Zze se i dalsi druhy borelii zapoji do skupiny
infek¢nich patogent ¢loveéka. Nardst ptipadi LB v USA mapuje americkd vladni agentura
CDC (Centers for Disease Control and Prevention) (Obr. 1). V Severni Americe se navic
predpoklada rozsifeni klist'at a onemocnéni i do Kanady (Brownstein et al., 2005).

Reported Cases of Lyme Disease -- United States, 2001
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Obr. 1: Nartst ptipadit onemocnéni LB mezi lety 2001 az 2014 v USA (pievzato z
http://www.cdc.gov a upraveno).



Podobna situace je i v Evropé, kde se vektor, klist¢ obecné (Ixodes ricinus), rozsitil
od roku 1980 do vyssich zemé&pisnych §ifek a nadmotskych vysek (Materna et al., 2005). D&
se tedy ocCekavat Sifeni LB stejnym smérem (Lindgren a Jaenson, 2006). Nartst
zaznamenanych piipadt v Evropé mapuje svétova zdravotnicka organizace WHO Regional
Office for Europe (World Health Organisation), nebo organizace ECDC (European Center
for Disease Prevention and Control) (Obr. 2).

Fig. 1. Number of Lyme disease cases in Europe as reported to WHO Centralized Information System for Infectious Diseases (CISID).
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Obr. 2: Narust ptipadi onemocnéni LB v Evropé od roku 1990 do 2010 (pievzato z
http://ecdc.europa.eu).

1.1 Pavodce onemocnéni

Lymskou boreliézu zpusobuji Gram-negativni bakterie z komplexu Borrelia
burgdorferi sensu lato. Rod Borrelia je délen do dvou skupin. Prvni skupina zahrnuje
spirochety zpusobujici navratnou horecku. Vyznamnymi zéstupci této skupiny jsou B.
caucasica, B. crocidurae, B. duttoni, B. graingeri, B. hermsii, B. hispanica, B. latyschewii,
B. mazzottii, B. parkeri, B. persica, B. recurrentis, B. turicatae, B. venezuelensis. Vektory
téchto borelii jsou klistaci rodu Ornithodoros a vsi Pediculus humanus (Fensenfeld, 1965).
Do této skupiny se dale fadi druh B. miyamotoi, ktery je pfenaSen nejméné Sesti druhy
klistat, které jsou zaroven vektory spirochet zpusobujicich LB. Jsou to naptiklad klistata
Ixodes scapularis, 1. ricinus, 1. persulcatus, 1. pacificus, I. pavlovski (Krause et al., 2015).

Do druhé skupiny jsou fazeny spirochety komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato
vyvolavajici lymskou borelidzu. Tyto borelie jsou vétsinou prenaseny klist'aty rodu Ixodes.
Nicméné mohou byt ptenaseny i dalsimi druhy klist'at, napiiklad Haemaphysalis (Chu et al.,

2008). Do komplexu B. burgdorferi sensu lato se tadi v soucasné dobé dvacet druhi



spirochet (Rudenko et al., 2011; Ivanova et al., 2014; Casjens et al., 2011). Jsou to druhy B.
burgdorferi sensu stricto (Baranton et al., 1992), B. garinii (Baranton et al., 1992), B. afzelii
(Canica et al., 1993), B. lusitaniae (Le Fleche et al., 1997), B. valaisiana (Wang et al., 1997),
B. bissettii (Postic et al., 1998), B. spielmanii (Richter et al., 2006), B. americana (Rudenko
et al., 2009a), B. bavariensis (Margos et al., 2009), B. kurtenbachii (Margos et al., 2010), B.
japonica (Kawabata et al., 1993), B. andersonii (Marconi et al., 1995), B. tanukii (Fukunaga
et al., 1996), B. turdi (Fukunaga et al., 1996), B. sinica (Masuzawa et al., 2001), B.
californiensis (Postic et al., 2007), B. yangtzensis (Chu et al., 2008, Margos et al., 2015), B.
carolinensis (Rudenko et al., 2009b), B. finlandensis (Casjens et al., 2011) a B. chilensis
(lvanova et al., 2014). Tento komplex dvaceti druhi se da rozdélit do tfi podskupin na
zakladé jejich infekénich potencidla.

V prvni podskuping jsou druhy prokazatelné zptsobujici LB ¢lovéka: B. burgdorferi
sensu stricto, B. garinii a B. afzelii. Borrelia burgdorferi sensu stricto je druh borelii
vyskytujici se na celém svété. Poprvé byla tato spirocheta izolovana v USA v roce 1981
z klistéte Ixodes dammini, dnes znamého jako Ixodes scapularis (Burgdorfer et al., 1982;
Oliver et al., 1993). Pienasecem této spirochety jsou klist'ata Ixodes ricinus v Evropé, Ixodes
persulcatus v Asii, Ixodes scapularis a Ixodes pacificus v Severni Americe (Baranton et al.,
1992). Timto druhem borelie je zpiisobena vétSina nakaz lymskou borelidzou v Severni
Americe (Foretz et al., 1997; Marti Ras et al., 1997). Zajimavosti je, ze kmeny B.
burgdorferi sensu stricto, které se vyskytuji v Severni Americe, jsou vice heterogenni nez ty,
které se vyskytuji v Evropé (Postic et al., 1998; Wang et al., 1999). B. burgdorferi se
povazuje za ,generalistu”, coz znamena, ze nema ziejmé preference vici hostitelim a je
schopna nakazit velmi Siroké spektrum hostitelti. Dal$im druhem borelii prokazatelné
zpusobujicim LB, a to v Evropé a Asii, je Borrelia garinii. Jeho vektorem mohou byt
klistata 1. ricinus, |. persulcatus, I. hexagonus nebo také 1. nipponensis. | kdyz
rezervoarovymi hostiteli druhu B. garinii mohou byt jak ptéci, tak i plazi a hlodavci, je
vétSinou spojovana hlavné s ptaky, a proto se povazuje za ,specialistu” (Baranton et al.,
1992). V Evrop¢ a Asii se vyskytuje i téeti druh této skupiny. Je jim druh Borrelia afzelii
prenaSeny klistaty I. ricinus a I. persulcatus, jehoz rezervodrovymi hostiteli jsou hlodavci
(Canica et al., 1993).

V dalsi podskupiné jsou druhy, které maji pro clovéka infekéni potencial, ale
neni dostatek popsanych ptipadi LB vyvolanych témito druhy: B. lusitaniae, B. valaisiana,
B. bissettii, B. spielmanii, B. americana, B. bavariensis a B. kurtenbachii. Druh Borrelia

lusitaniae byl popsan v roce 1997, kdy byl poprvé izolovan z klist’at I. ricinus v Portugalsku.
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Jednalo se o druh Borrelia lusitaniae kmen PotiB2 (Le Fleche et al., 1997). Tento druh se
vyskytuje v Evropé a severni Africe a jeho rezervodrovymi hostiteli jsou hlodavci a plazi.
V roce 2004 byla v Portugalsku tato spirocheta izolovana z materialu odebraného pacientovi
s LB. Byla to zaroven v Portugalsku viibec prvni izolovana borelie z pacienta (Collares-
Pereira et al., 20014). Ve Svycarsku, Nizozemi a Velké Britanii byla opét z klistéte 1. ricinus
izolovana borelie z genomické skupiny VS116 a MI9. Vysledkem dalsi analyzy téchto
borelii bylo uznani nového druhu Borrelia valaisiana typ VS116, pfenaseného klist'aty rodu
Ixodes (Wang et al., 1997). Rezervoarovymi hostiteli tohoto druhu jsou ptaci a plazi (Wang
et al., 1997). Nasledn¢ byla tato borelie nalezena v divokych hlodavcich na Taiwnaském
ostrové Kinmen (Masuzawa et al., 2000). V roce 2011 byla popséna souvislost mezi nakazou
B. valaisiana a tvorbou skvrn erythema migrans a zaroven i chronickou LB u ¢lovéka. Dale
byl z genomické skupiny, znamé jako DN127, popsan druh Borrelia bissettii (Postic et al.
1998). Tato spirocheta je rozsitena v Evropé a v Severni Americe, kde je pfenasena klistaty
I. ricinus, I. scapularis, I. pacificus nebo I. minor. Rezervoarovymi hostiteli tohoto druhu
jsou hlodavci (Postic et al., 1998). DNA B. bissettii byla nalezena v sérech pacientu s LB
v Jiznich Cechach a v srde¢ni chlopni pacienta s endokarditidou (Rudenko et al., 2009c).
V centralni Evropé byl vroce 2004 popsan druh Borrelia spielmani vazany na
rezervoarového hostitele, jimz je plch zahradni Eliomys quercinus (Richter et al., 2004).
Nazev byl pozdéji opraven na Borrelia spielmanii a bylo stanoveno, ze jeho hostitelem je
vice druha hlodavcu (Richter et al., 2006). Souvislost B. spielmanii s LB byla prokdzana na
pacientech trpicich erythemou migrans z Nizozemska, Némecka, Slovinska a Mad’arska
(Rudenko et al., 2011). V Jizni Carolin€ byl z klistat I. minor izolovan dalsi druh pozdéji
pojmenovany Borrelia americana (Rudenko et al., 2009a). Vektorem tohoto druhu jsou jak
klistata, kterda bézné saji na lidech (I. pacificus), tak ta, kterd se na ¢lovéku nasaji jen
nahodné I. minor (Rudenko et al., 2009a). Nasledné byla DNA B. americana potvrzena ve
vzorcich z pacientd, kterym byla diagnostikovana LB (Clark et al., 2013). Ve stejném roce
byl popsan dal$i druh Borrelia bavariensis vyskytujici se v Evropé, jehoz pfenaSeCem je
klisté 1. ricinus (Margos et al., 2009). Jednalo se o ekotyp Borrelia garinii, serotyp OspA
kmene 4 vazany na hlodavce (Wilske et al. 1993). Dalsi druh z této skupiny byl popsan
v roce 2010 a pojmenovan na pocest doktora Klause Kurtenbacha jako Borrelia kurtenbachii
kmen 25015. Tento druh vznikl rozdélenim Borrelia bissettii na dva druhy oddélené podle
vysledki MLSA (multi locus sequence analysis) (Margos et al., 2010). Poprvé byla DNA

spirochet B. kurtenbachii detekovana v roce 1997 v pacientech ze Slovinska. Vyznam tohoto



objevu byl ale podcenén. V té dobé pattil druh B. kurtenbachii kmen 25015 do skupiny B.
bissettii DN127 (Rudenko et al., 2011).

Treti podskupina piedstavuje druhy, které nebyly nikdy v pacientech nalezeny ani z nich
izolovany: B. japonica, B. andersonii, B. tanukii, B. turdi, B. sinica, B. californiensis, B.
yangtzensis, B. carolinensis, B. finlandensis a B. chilensis. Nové studie ale ukazuji, ze
nékteré tyto druhy by mély byt také jiz fazeny do druhého oddilu mezi borelie potencialné
zpusobujici LB u c¢lovéka. Napiiklad Borrelia andersonii jiz byla identifikovana

v pacientech s priznaky LB (Clark et al., 2013).

1.2 Lymska borelioza

Lymska boreliéza je zoondza, onemocnéni kolujici v ptirodé mezi vektory a hostiteli
véetné lidi. Typickymi vektory jsou klistata rodu Ixodes (Obr.3) (Tilly et al., 2008).
Infikovano mutize byt Siroké spektrum obratlovcl od malych i velkych savci pres ptaky az po
plazy, pficemz existuje jista specifickd spojitost mezi riznymi druhy borelii a riznymi
hostiteli. Tento vztah je déan citlivosti nebo naopak odolnosti borelii vii¢i jednotlivym
druhlim hostitelskych komplementi. Odolnost nékterych druhtt borelii  k urcitym
hostitelskym komplementim ma za nasledek vytvafeni pfirodnich rezervodri onemocnéni.
Hostitelé, jejichz komplement nedokaze u¢inn¢ eliminovat bakterie, maji v ptirodé funkci
rezervoarového hostitele. Naptiklad hlodavci predstavuji rezervoarové hostitele pro druhy B.
afzelii, B. carolinensis, B. japonica a B. bissettii (Kurtenbach et al., 2002; Postic et al., 1998,
Rudenko et al., 2009a). Ptaci komplement nedokaze zabijet druhy B. garinii, B. valaisiana,
B. americana ani B. turdi, a proto pfedstavuji ptaci rezervoarové hostitele téchto druhi
borelii (Kurtenbach et al., 2002; Fukunaga et al., 1996, Rudenko et al., 2009b). Spirochety B.
burgdorferi sensu stricto mohou byt na klist'ata pfenaseny z ptakd, z hlodavcu, ale i z plazd.
Vsechny tyto skupiny obratlovcl piedstavuji pro tento druh borelie rezervoarové hostitele
(Kurtenbach et al., 2002).

Larve

Adulte femelle Adulte méle

Obr.3: Vyvojova stadia klistéte Ixodes ricinus (pfevzato z www.invs.sante.fr)
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Clovék je pro borelie nahodnym hostitelem. Spirochety do n&j pronikaji po piisati
nakazeného klistéte v jakémkoli z jeho tii vyvojovych stadii- larva, nymfa, dospélec. Pfenos
infekce z klistéte na ¢lovéka je mozny az po sani dlouhém minimalné dvacet ¢tyfi hodin.
Tato prodleva je dana migraci borelii ze stfeva do slinnych zlaz klistéte, odkud spole¢né
s klistécimi slinami pronikaji do téla hostitele (Hovius et al., 2007). Z tohoto divodu je
velmi duilezité odstranit prisaté klisté co nejdrive.

Prinik borelii do téla nemusi ale vzdy zplsobit onemocnéni, velmi Casté je spontanni
vyhojeni. Lymska borelidza je komplexni onemocnéni, které se obtizn¢ diagnostikuje, ale
Vv pocatecni fazi se da pomérné snadno vylécit. Lécba je ovSem velmi obtizna v pokrocilé
chronické fazi onemocnéni. Prevence ve formé spolehlivé vakciny neexistuje. Vyvoj G¢inné
vakciny je ztéZovan velkou variabilitou povrchovych antigennich proteinti borelii. Jedinou
prevenci zustava ochrana pied klistétem napiiklad pomoci repelentnich ptipravki a
vhodnych odévi.

Prvni fazi onemocnéni LB je lokalizovana kozni forma. Objevuje se jeden az dva tydny
po nédkaze. V misté kousnuti klistétem se vytvati erythema migrans, typicka ¢ervena skvrna
S projasnénym stfedem (Obr.4). Tato skvrna se neobjevuje u vSech pacienti s LB, nékdy
také migruje po téle, nebo zmizi a objevi se na jiném misté. Tato faze byva doprovazena
chiipkovymi piiznaky, jako jsou bolesti hlavy, zvySena teplota, nevolnost, bolest kloubi a

unava (Nau et al., 2009).

=

Obr.4: Typicky ptiznak lymské boreliozy v prvni fazi- erythema migrans (ptevzato z

http://www.cdc.gov a upraveno).



Po n¢kolika tydnech nastavad druhd fdze onemocnéni, kdy se borelie dostavaji z kiize do
dalSich organt krevni i lymfatickou cestou. Dochézi tedy k diseminaci. Borelie se usazuji
predevsim v kloubech, srdci, v centralni i periferni nervové soustavé (Pfister et al., 1994).
Klinickych piiznakii se v druhé fazi onemocnéni miize objevit celd fada. Na kiizi se mize
vyskytnout vyrazka ¢i koptfivka. U déti se na uSnim boltci mize utvofit boreliovy
lymfocytom (lymphocytoma borreliensis), ¢ervenofialova papula s hladkym povrchem o
velikosti nékolik mm az pét cm. Mezi neurologické projevy patii meningitida, neuritida i
myelitida a u déti 1éze kranialnich nerva (Parola a Rault, 2001). Napadeni srdce boreliemi
muze zpusobit myokarditidu nebo myoperikarditidu. V druhé fazi se ddle mtze vyskytnout
lehka arthritida, konjunktivitida, lymfadenopatie, hepatitida, hematurie nebo i splenomegalie
(Parola a Rault, 2001).

U nelécenych pacientd béhem prvni nebo druhé faze onemocnéni vzniké nekolik mésict
az let po nakaze faze pozdni- chronickd. Jednim z klinickych projevii pozdni faze je
degenerace podkozi oznacovana jako acrodermatitis chronica athropicans (Satz, 2002).
Vyskytuje se na akrech a na plochach nad velkymi klouby. Postizena klize pfipomina
cigaretovy papir. Pro chronickou fazi je dale typicka arthritida, ktera postihuje nejcastéji
kolenni nebo ramenni klouby. Castou komplikaci byvé pietrvavajici arthritida i po prelédeni
antibiotiky, zptisobena zfejmé zkiizenou autoimunitni reakci (Steere a Glickstein, 2004).
Autoimunitni reakce vznika z divodu ¢asto se opakujicich zanéti a 1é¢i se hormonalnimi
pfipravky. DalSimi nésledky onemocnéni jsou v pozdni fazi encefalomyelitida,
demyeliniza¢ni syndrom nebo polyneuropatie jako nasledky neuroborelidzy, ale 1 keratitida
(Parola a Rault, 2001). Jednou z pficin chronické boreliozy muize byt piezivani spirochet
v pacientech s LB pielécenych antibiotiky. V pribéhu 1ééby se mohou spirochety skryvat
v tkénich pacienta a po ukonceni podavani antibiotik se opét zacinaji zvedat hladiny
protilatek, coz je zpusobeno pravdépodobné mnozenim spirochet, které ptezily a néslednou
reinfekci (Preac-Mursic et al., 1989)

Bylo zjisténo, Ze nakaza riznymi druhy borelii vede k riznym klinickym projeviim
onemocnéni. Naptiklad artritida se rozviji pii nakaze B. burgdorferi sensu stricto. V Severni
Americe, kde je hlavnim ptivodcem LB tento druh, se artritida objevuje ve 35-40 procentech
registrovanych piipadd a je na druhém misté hned za erythemou migrans (Bacon et al.,
2008). Zatimco v Evropé, kde jsou zastoupeny hlavné druhy B.afzelii a B.garinii, se
arthritida vyskytuje jen v rozmezi tii az péti procent (Oschmann et al., 1998). Ze vsech
ptipadu artritidy u déti je jejim nejcastéjsim diivodem praveé LB, vzacné se objevuje i u déti
mladSich ¢tyt let, ale je hlavné nemoci déti Skolniho véku. Objevuje se po celé Evropé,

7



hlavné ve sttedni Evropé a na jihu Skandinidvského poloostrova kolem Baltského mote
(Eiffert et al., 1998). Dale bylo prokazano, ze onemocnéni neuroboreliézou je ve vetsing
ptipadt zptsobeno druhem B. garinnii, pficemz ale mize byt vyvolano i druhy B. afzelii i
B. burgdorferi sensu stricto, ale v podstatné mens$im poctu ptipada (Ornstein et al., 2001,
2002; Ruzic-Sabljic et al., 2002). Borrelia afzelii nejcastéji infikuje kizi, kde zpusobuje
skvrnu erythema migrans, boreliovy lymfocytom nebo i degeneraci podkozi acrodermatitis
chronica atropicans (Garge et al., 2002; van Dam et al., 1993). Borrelia afzelii je hlavni
puvodce acrodematitis chronica atropicans, ale v malé mife jim je i B. garinii (Picken et al.,
1998; Ruzic-Sabljic et al., 2002).

1.3 Komplement

Komplement je slozka humoralni vrozené imunity. Jedna se o skupinu sérovych a
membranovych proteint,, které kooperuji jak mezi sebou, tak s dal§imi imunitnimi
mechanismy. Hlavnimi slozkami komplementu je devét sérovych proteini C1 az C9, faktory
B, D, P, inhibitory a inaktivatory H a 1. VétSina téchto slozek je syntetizovano v jatrech,
nékteré v makrofazich a fibroblastech. Jednotlivé slozky se po rtznych podnétech
kaskadovité aktivuji. Ustiedni slozkou komplementu je protein C3, jehoz fragment C3b se
pevné vaze na mikrobidlni povrch. Meziprodukty kaskadovité reakce maji vyznamné funkce
opsonizace nebo chemotaxe. Kone¢nym produktem kaskadovité reakce je komplex proteind
C5b, C6, C7, C8 a C9. Tento komplex je oznacovan jako MAC (membrane attack complex)
a vytvafi lyticky por na povrchu mikroorganismi, ¢imZz zptsobuje jejich lyzu a smrt.

K aktivaci komplementu vedou tii cesty, klasickd, alternativni a lektinova (Obr.5).
Klasicka cesta se zahajuje na povrSich, které navézaly protilatku. Vazbou na povrch
mikroorganismu se pozméni konformace protilatkové molekuly a odhali se misto pro vazbu
proteinu C1. Néasleduje kaskada vedouci k MAC. Lektinova cesta je obdobou cesty klasické,
ale misto protilatky je iniciovana navazanim sérového lektinu. Alternativni cesta aktivace
komplementu je iniciovana samovolné se $tépicim proteinem C3, jehoz vétsi fragment se
vaze na mikrobialni povrch a spousti slozitou kaskadu vedouci k likvidaci mikroorganismu.
V obran¢ proti boreliim se uplatiiuje alternativni cesta aktivace komplementu (Hovius et al.,
2007).
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Obr.5: Tti cesty aktivace komplementu (ptevzato z www.jneuroinflammation.com)

1.4 Interakce borelie - hostitel

Borelie se dostavaji do téla hostitele béhem sani klistéte spole¢né s jeho slinami a
vyvolavaji v ném silnou vrozenou i adaptivni imunitni odpovéd’. Klicovou roli v obrané proti
boreliim ma komplement. Ten se podili na degradaci borelii v pocate¢ni fazi infekce, kdy
povrchové antigeny borelii aktivuji alternativni drahu komplementu. Takto aktivovany
komplement vytvoii pomoci membranu atakujiciho komplexu (MAC) lyticky pér a dojde
k likvidaci borelie (Hovius et al., 2007). Nasledné¢ do mista infekce infiltruji makrofagy,
neutrofily, dendritické burniky a monocyty (Steere et al., 2004a). Na povrchu fagocytl jsou
Toll-like receptory (TLR) 1 a 2, které po reakci s povrchovymi lipoproteiny borelii zptsobuji
aktivaci makrofagti (Hirschfeld et al. 1999, Wooten et al. 2002, Wang et al. 2004).
Aktivované makrofagy produkuji protizanétlivé cytokiny IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12 a TNF-a,
a adhesivni molekuly (Randolph et al. 1995). Neutrofily a makrofagy produkuji superoxid a
oxid dusny (Morrison et al., 1997). Tyto d&je vedou k lyze spirochet.

U borelii se ale vyvinulo nékolik mechanismu, které umoziuji tinik pted obrannymi
mechanismy hostitele nebo jejich potlaceni. Borelie jsou schopny regulovat expresi
nekterych povrchovych proteint. Jeden z téchto proteind je kdédovan linedrnim plasmidem

Ip28 a nazyva se VISE (variable major protein-like sequence). Lokus, kterym je tento protein



kddovan, podléha nahodné rekombinaci a vysledné modifikace proteinu méni jeho antigenni
vlastnosti (Liang et al., 2004). Pod tlakem imunitniho systému je také pozdéji v prubéhu
infekce snizovana exprese dalSiho povrchového proteinu OspC (outer surface protein C).
Protilatky, namifené proti tomuto proteinu se proto uplatiuji pouze na pocatku infekce, ale
pfi perzistentni infekci se neuplatiiuji (Liang et al., 2002). Dal$im velmi dtlezitym
mechanismem, ktery umoznuje boreliim v hostiteli pfezit, a to hlavné na pocatku infekce, je
inhibice komplementu inaktivaci slozky C3b. Borelie na svém povrchu exprimuji CRASP
proteiny (complement regulator-aquiring surface proteins) z rodiny Erp proteini (OspE/F
related proteins). Tyto proteiny vazi faktor H a faktor H-like protein (reconectin), coz jsou
pfirozené inhibitory komplementu (Helwage et al. 2001, Kraiczy et al. 2001). Bylo popsano
pét druhii téchto proteini CRASP-1, CRASP-2, az CRASP-5. Schopnost inhibovat
komplement se 1i$i mezi jednotlivymi druhy borelii (Kurtenbach et al., 1998).
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2. CIL PRACE
1. Literarni studie k tématu.

2. Pozornost bude soustfedéna na techniky kultivace spirochet, izolace DNA, PCR,

elektroforézy, pritokové cytometrie, statistické analyzy a dalsi.

3. S pouzitim vySe zminénych metod bude provedena analyza citlivosti riznych druha

spirochet k lidskému komplementu a zjistén infekéni potencial vybranych druht borelii.

4. Bude provedena analyza citlivosti raznych skupin pacientt k boreliim a tak uréena

skupina s nejvyssim rizikem vzniku nakazy.

3. Interpretace vysledka a vytvoreni modelu zivotaschopnosti/rozkladu ruznych druhi a

kmenti spirochet v séru predstavitelti riznych skupin lidské populace.
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3. MATERIALY A METODY

3.1 Pouzité materialy a chemikalie

Tab. 1: Seznam pouzitych chemikalii

produktt z gelu

Metoda Chemikalie SloZeni chemikalie
kultivace BSK-H médium | BSK-H complete medium (Sigma Aldrich) 6%
krali¢i sérum
Persteril 0,5% roztok
Izolace DNA Kit DNeasy® Blood & Tissue Kit (250), (Qiagen)
Purifikace PCR Kit Ultrafree DA DNA extraction from agarose gels

(Millipore)*

PCR

2X Master mix

Taq DNA polymeraza [doplnéno reakénim pufrem
(pH 8.5)] 400uM dATP, 400uM dGTP,

400uM dCTP, 400uM dTTP, 3mM MgCI2
(Promega)

DNA

elektroforéza

50xTAE pufr

200mM Tris-HCI, 50mM EDTA

modifikovany
TAE pufr

40mM Tris-acetate, pH 8,0; 0,1 mM Na;EDTA

Agariza

1,5% nebo 1% agarosa (Serva) pro DNA ELFO
v IXTAE pufru

6x vzorkovy

pufr

Blue/Orange 6x loading dye,

(0.03% bromophenol blue, 0.03% xylene cyanol
FF, 0.4% orange G, 15% Ficoll™ 400, 10mM Tris-
HCI (pH 7.5) a 50mM EDTA (pH 8.0)

(MBI Fermentas)

Prutokova

cytometrie

PBS 1x

137mM NaCl, 2,7mM KCI, 10mM NazHPOQO4,
1,8mM KH2PO4

Redici roztok

2% BSA, 5,4mM glukédza v PBS steril.

prefiltrovano pies 0,22 pm filtr. membranu

Propidiumiodid

1,5uM Ca7H34l2N4 (Sigma Aldrich)
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Tab.

[\S)

: Seznam pouzitych primert

555 S8 it 3
ESS| 8 %_§ Sekvence 5'— 3 Sp?CIflt? S
85| 584 primert )
GIF | 55°C | AACAAAGACGGCAAGTACGATCTAATT | B b“rg‘:orfe”
GIR | 55°C | TTACAGTAATTGTTAAAGTTGAAGTGCC | B b“rsggorfe” 0
=
GIF | 55°C TGATAAAAAC AACGGTTCTG GAAC B. garinii g
S
e
GIIR | 55°C GTAACTTTCAATGTTGTTTTGCC B. garinii S
g
=
GIIF | 55°C | TAAAGACAAAACATCAACAGATGAAAG B. afzelii a
GIIR | 55°C | TTCCAATGTTACTTTATCATTAGCTAC B. afzelii
ospCF | 52°C ATGAAAAAGAATACATTAAGTGC viechny druhy | ®
23
| ATTAATCTTATAATATTGATTTTAATTAA | = N
ospCR | 52°C vSechny druhy | S
GG m
Lo
Fla out . 3 3
A 52°C AARGAATTGGCAGTTCAATC viechny druhy | &
=
Fla out o . i)
A 52°C GCATTTTCWATTTTAGCAAGTGATG | viechny druhy |
(@)
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Tab. 3: Seznam pouzitych ptistroja

Centrifugy

Centrifuge 5415D (Eppendorf)

Centrifuge 1415 R (Eppendorf)

Centrifuge 5415 C (Eppendorf)

Universal 32 R (Hettlich zentrifugen)

Elektroforéza

SHUG (Sigma Aldrich)

OVL Easycast™ B2 (Thermo scientific)

PCR cycler

Mastercycler personal (Eppendorf)

Mikroskop s temnym polem

Leica DM 1000 LED (Leica)

Petroff - Hausserova pocitaci komirka

hloubka: 0,02 mm, Hausser Scientific, PA,
USA

Inkubator

Thermomixer (Eppendorf)

Fotosystém na foceni gelt

Kodak

PCR box DNA/RNA UV cleaner UVC/T-M-AR
(Biosan)
Flow box ESCO Class Il BSC

Pratokovy cytometr

BD FACS Canto Il

Filtraéni papir

Syringe- Filter 0,22 um (TPP®)

Lymetop*® testy

All. Diag Instruments, Exacto

3.2 Pouzité metody

3.2.1 Sbér vzorku lidské krve

Za ucelem ziskani vzorkl lidské krve bylo kontaktovano nékolik ordinaci
praktickych 1ékatt a primait na riznych oddélenich v nékolika nemocnicich. Pfi pravidelné
preventivni prohlidce, kdy se pacientim odebira krev, byli pacienti sezndmeni S moznosti
poskytnout vzorek sve krve, spoleéné s Udajem o jejich pohlavi a roku narozeni. Pacientovi
byl dan K ptecteni dopis, ve kterém se mohl seznamit s icelem tohoto odbéru. Odbér

materialu pro ucely této prace byl proveden pouze u pacient, ktefi s nim souhlasili.
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3.2.2 Oddéleni séra od krevni slozky

Sérum bylo od krevnich slozek oddéleno pomoci centrifugace pii 2000 rpm, ktera
probihala pii pokojové teploté po dobu 15 minut. Ziskané sérum bylo odebrano a pomoci
stiikacky a 0,22 um filtraéni membrany prefiltrovano. Alikvoty po 0,5 ml byly peclivé

oznaceny a uskladnény v -80°C.

3.2.3 Kontrola sér na pfitomnost boreliovych protilatek

Protilatky proti boreliim byly ve vzorcich seér detekovany pomoci komerénich
Lymetop+® imunochromatografickych test. Postup byl veden podle pfilozeného protokolu
od vyrobce.

3.2.4 Kultivace riznvych druhi borelii komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato

Kultivace borelii probihala v kompletnim BSK-H médiu ve sterilnim prostiedi, in-
vitro pii 34°C. U kultur borelii byla postupné kontrolovana jejich Cistota a hustota. Po

dosazeni hustoty 107 bun&k v ml byly tyto kultury pouzity pro dalsi experimenty.

3.2.5 lzolace genomové DNA

Genomovéa DNA byla izolovana pomoci komeréniho kitu ‘DNeasy® Blood & Tissue
Kit, (Qiagen)‘. Nejdiive byly oddéleny borelie od média pomoci centrifugace pti maximalni
rychlosti po dobu 15 minut pfi 4°C. Supernatant byl opatrné odebran a dekontaminovan
v 0,5% roztoku persterilu. Takto ziskané borelie byly ihned pouzity k izolaci DNA. Samotna
izolace genomové DNA byla provadéna presné podle pfilozeného protokolu pro izolaci
DNA od vyrobce. Ziskand DNA byla uchovéna pii 4°C, nebo ihned pouzita v dalSich

experimentech.

3.2.6 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Ke zjisténi pfitomnosti druhti borelii v kazdé narostlé kultufe byla genomova DNA
ziskana izolaci pomoci kitu v pfedchozim kroku kontrolovana metodou PCR. K tomuto
ucelu byly pouzity druhové specifické primery GI az GIII. Primery Gl byly pouZity pro
B.burgdorferi s.s. (PCR produkt 543bp), Gl pro B. garinii (PCR produkt 344bp) a Gl pro
B. afzelii (PCR produkt 189bp) (Damaerschalck et al., 1995).
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Ptiprava reakeéni smési:

celkovy objem kazdé reakce =20 pl

IOX PCR puft....c.ooviiiieeeeeeeeee e, 2ul
25MM MECI2......ooviiiiiieeeeeeeien . 2
1mM Primer forward..........ccooevivnieniniieieennen, 1wl
1MM Primer reVErSe.......coovveeieerieniesiie e 1wl
10MM ANTPS....ciiieieeseeese e 1 ul
Tag DNA polymeraza (Promega) (0,5 U)........ 0,5 ul
5] N PR 1 pg

Zbyvajici objem byl doplnén do 20 ul deionizovanou vodou. Amplifikacni reakce
byla provadéna v piistroji Mastercycler personal (Eppendorf) a probihala v 0,2 ml
tenkosténnych zkumavkéch. Ke kazdé reakci byla pfifazena pozitivni a negativni kontrola.
Jako pozitivni kontrola byla pouzita jiz ovéfena DNA pattiéného druhu borelie. Negativni

kontrola byla pfipravena nahrazenim DNA deionizovanou vodou.

Podminky amplifika¢ni reakce:

1) Denaturace DNA.................. 5 minut........ 95°C

2) 30 cykla

- Denaturace DNA.................... 5 minut......... 95°C

- Nasedani primert................. 30 sekund....... viz. Tab.2
- Elongace........cccoovvviviiinenn. 30 sekund....... 72°C

3) Zaverecna elongace............ 10 minut......... 72°C

4) Teplota po skonceni reakce..............coeueenen. 4°C

Ke zjisténi zastoupeni jednotlivych druhil v dalSich kulturach byla kvili absenci
druhové specifickych primert provadéna sekvenace dvou usekll genomu: ¢astecné sekvence

genu pro flagellin a ospC gen.

3.2.7 Elektroforéza
Fragmenty DNA ziskané metodou PCR byly analyzovany pomoci elektroforézy.

Analyza byla provadéna na 1,5% (pro primery GIII) nebo 1% (pro ostatni primery)
agarézovém gelu v 1x TAE pufru. Pro vizualizaci vysledk byl pouzit vzorkovy pufr s

barvivem SyberGreen. Jako marker byl pouzit DNA standard molekulovych hmotnosti
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100 bp Gene Ruller. Elektroforéza probihala p#i napéti 100V po dobu 20-35 minut.
Vysledky byly odecteny pod UV zarenim.

3.2.8 Purifikace PCR produkti
Pro ucely sekvenovani byly PCR produkty z agarézového gelu piecistény. Extrakce

byla provedena pomoci kolon kitu ‘Ultrafree DA DNA extraction from agarose gels
(Millipore)‘ piesné podle piilozeného protokolu od vyrobce. V takovém piipadé byl pro
elektroforetickou reakci pouzit gel 0 nizsi koncentraci agardzy (<0,9%) v modifikovaném
TAE pufru.

3.2.9 Sekvenace

Vzorky ziskané purifikaci z agar6zovych gelti byly sekvenovany v sekvenaéni
laboratofi firmy SeqMe (www.seqme.eu) se specifickymi primery vzdy z obou konct
(primer Forward a primer Reverse). Vzorky byly pfipravené podle navodu ze sekvenacni

laboratote (50 ng precisténého PCR produktu + 25 pmol primeru).

3.2.10 Mikroskopie temného pole

YV ow

Kultury borelii byly pozorovany pod mikroskopem s temnym polem. Pribézné byla
kontrolovéna cistota kultury, stav a kondice borelii. Hustota kultur byla stanovena pog¢itanim
bunék pomoci Petroff- Hausserovy komurky (Obr.6). Mikroskopicky preparéat byl pozorovan
se zvétsenim 10x40. Pro stanoveni koncentrace byl spogcitdn pramérny pocet bakterii v
Uhlopiicce péti vétsich ctverct Petroff- Hausserovy komarky. Koncentrace bunék v 1 mi
kultury byla spogitana pomoci vzorce A x 1,25 x 10°, kde A je pramérny pocet bakterii ve
vétsim ¢tverci pocitaci komurky.

Pii kontrolovani ¢istoty kultur byly v mikroskopickém preparatu pozorovany jiné
utvary, nez ty, které vytvaii borelie. Kontaminované kultury byly ihned zniceny, a to v 0,5%

roztoku persterilu.
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Obr.6: Schéma mftizky Petroff- Hausserovy pocitaci komirky se zvyraznénim 5
uhlopfi¢nych ¢tvercu (pfevzato z www.emsdiasum.com a upraveno).

3.2.11 Test citlivosti riznych druhu borelii k lidskému komplementu

Test citlivosti borelii ke komplementu byl proveden podle publikace doktora
Kurtenbacha z roku 1998 (Kurtenbach et al., 1998). Narostla kultura borelii o hustoté 10’
bun€k v ml byla pfidana k jednotlivym sérim v poméru 1:1. Hustota bunék v kulture byla
podle potieby upravena pomoci BSK-H média. Reakce probihala ve 100pl mikrotitraénich
destickach s kulatym dnem. Vsechny vzorky byly inkubovéany 24 hodin pti 34°C ve vlhké
komirce. Ke kazdému experimentu byla pfipojena kontrola Zivych a mrtvych bunék. Jako
kontrola zivych bunék byla pouzita ¢ista narostla kultura, stejna jako ta, ktera byla pouzita
v reakci se serem. Jako kontrola mrtvych bunék byla pouzita kultura borelii bez jakychkoli

piisad zahiivana 30 minut na 56°C.

3.2.12 Prutokové cytometrie

K vyhodnoceni testu citlivosti borelii byla pouzita metoda pritokové cytometrie. Ke
smési borelii a séra bylo ptfidano 100 pl fediciho roztoku. Cely objem kazdé jamky
z mikrotitraéni desti¢ky byl ptenesen do 5 ml zkumavek BD FalconTM s kulatym dnem, ve
kterych probihalo méteni v pratokovém cytometru. Do kazdé zkumavky byl ptidan 1 pl
propidium-iodidu. Nasledné byla zkumavka se vzorkem umisténa do tmy na 15 min.
V prutokovém cytometru bylo méfeno 30 000 udélosti. Nejdtive byly na zakladé méteni
v piimém a kolmém sméru odseparovany shluky bakterii (Obr.7). V dal§im kroku byla

vymezena oblast s boreliemi (Obr.8). U takto vymezenych bunék byla métena intenzita
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fluorescence proprium-iodidu v kandlu PE-Texas Red-A 616/23 a uréena oblast P1 s
vyskytem mrtvych bunék (Obr.9). VSechny vzorky i kontroly byly méieny stejnym

zptsobem, aby bylo mozné¢ je porovnat.
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Obr.7: Odseparovani shlukt bakterii v pritokovém cytometru
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Obr.8: Vymezeni oblasti s vyskytem borelii v pritokovém cytometru

19



carolinensis scgt! 8-1
. I
] e
2 r’]|r |
£ ] ]' P1
e |
._: r’
1
& ]-”
1 Ly
4 IH). |II".||' " ,_.-.IJ.'.J,,& e
] |||||1|I:|Ii I L] ||||1|n|a [ I”I1In|.. I I |||||llnls L)
PE-Texas Red-A

Obr.9: Intenzita fluorescence proprium-iodidu v kanalu PE-Texas Red-A 616/23 a oblast s

vyskytem mrtvych bunék
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4. VYSLEDKY

4.1 Sbér vzorku

Ve spolupraci s ordinaci MUDr. Frantiska Soucka bylo ziskano celkem 148 vzorki

lidské krve se souhlasem pacienta, kterému byl odbér krve zdravotni sestrou provadén.

Ziskané vzorky krve byly rozdéleny do 6 v€kovych kategorii. Do kategorie 1 byli fazeni

pacienti ve véku 21 az 30 let, do kategorie 2 pacienti ve véku 31 az 40 let, do kategorie 3

pacienti ve véku 41 az 50 let, do kategorie 4 pacienti ve v€ku 51 az 60 let, do kategorie 5

pacienti ve véku 61 az 70 let a do kategorie 6 se fadili pacienti ve véku nad 71 let. Vékové

kategorie byly vytvofeny na zakladé veéku, kterého pacienti dosahli v roce 2014, kdy byly

odbéry provadény. Kazda vékova kategorie byla dale rozdélena podle pohlavi.

4.2 Kontrola sér na pritomnost boreliovych protilatek

Z celkového poctu bylo na protilatky pozitivnich 8 muzskych a 2 Zenské vzorky (Tab.3).

Vsech 148 vzorkll sér bylo testovano na ptfitomnost protilatek proti boreliim.

Tab.4: Seznam vsech sér rozdélenych do kategorii a vysledky testli na boreliové protilatky

Kategorie 1: vék 21-30 let

Kategorie 2: vék 31-40 let

Zeny Muzi Zeny Muzi
Cislo Rok | o\ Cislo Rok | o, Cislo | Rok e Cislo Rok | o,
VZ. narozeni VZ. narozeni VZ. narozeni VZ. narozeni
1 1985 N | 30 1992 N | 13 1981 N 2 1981 N
18 1985 N | 40 1984 N | 16 1977 N 14 1979 N
20 1990 N | 44 1986 N | 25 1974 N | 28 1976 N
35 1987 N | 47 1985 N | 34 1981 N [ 32 1981 N
39 1991 N | 55 1988 N | 42 1983 N | 37 1980 N
41 1984 N | 57 1987 N | 59 1976 N | 67 1982 N
76 1984 N | 152 1990 N | 73 1981 N | 71 1981 N
95 1986 N | 156 1986 N | 75 1976 N | 72 1974 N
112 1987 N | 161 1984 N | 90 1977 N | 87 1978 P
113 1987 N | 177 1987 N | o1 1983 N | 85 1978 N
122 1985 N 96 1975 N | 94 1982 N
125 1985 N 103 1979 N | 97 1977 N
100 1982 N
104 1975 N
109 1982 N
110 1975 N
128 1980 N
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Kategorie 3: veék 41-50 let Kategorie 4: veék 51-60 let)
Zeny Muzi Zeny Muzi
Cislo | Rok | o, |Cislo| Rok |\ |Cislo| Rok |, [Cislo| Rok |
VZ. narozeni VZ. narozeni VZ. narozeni VZ. narozeni
3 1964 N 14 1969 N 9 1962 N 15 1956 N
11 1968 N 5 1964 N 17 1959 N 22 1956 N
12 1965 N 7 1965 N 27 1959 N 26 1962 N
45 1965 N 8 1973 N 48 1956 N 52 1958 N
50 1966 N 10 1967 N 65 1954 N 53 1963 N
54 1967 N 23 1967 N 66 1961 N 78 1958 P
61 1970 P 31 1971 N 74 1962 N 83 1955 N
62 1972 N 51 1965 P 101 1956 N | 107 1957 N
68 1966 N 58 1972 N | 114 1961 N | 117 1956 P
69 1965 N 70 1973 N | 119 1959 N | 136 1962 N
80 1969 N 77 1966 N | 121 1962 N | 145 1960 N
111 1972 N 81 1973 N | 125 1985 N | 147 1959 N
118 1965 N | 108 1967 N 162 1961 P
127 1973 N | 123 1965 P 163 1958 N
172 1955 N
Kategorie 5: vék 61-70 let Kategorie 6: vék 71 a vice let
Zeny Muzi Zeny Muzi
Cislo | Rok |\ [Cislo| Rok | |Cislo| Rok |, [Cislo| Rok |
VZ. narozeni VZ. narozeni VZ. narozeni VZ. narozeni
6 1952 N 19 1951 N 43 1943 N 46 1939 N
21 1947 N 33 1945 N 56 1937 N 93 1940 N
24 1944 N 38 1944 N 60 1942 N | 137 1934 N
29 1946 N 92 1949 N 82 1940 P 151 1924 N
36 1945 N 86 1952 N 99 1935 N | 155 1938 N
49 1944 N 98 1951 N | 116 1937 N | 188 1942 N
64 1950 N | 102 1946 N | 141 1930 N | 190 1932 N
88 1950 N | 106 1946 P 185 1941 N
89 1950 N | 115 1949 N | 195 1930 N
105 1947 N | 120 1944 P
132 1951 N | 126 1948 N
154 1953 N | 129 1953 N
159 1944 N | 153 1951 N

Z celkového pocétu 148 vzorku sér bylo 72 Zenskych a 76 muzskych. Na protilatky

bylo pozitivnich 7% ze vSech pacientl. Ze vSech na protilatky pozitivnich pacientl

predstavovali muzi 80%, zatimco Zeny jen 20%. Vysledky byly pfepocteny na pocet na

protilatky pozitivnich pfipadi na 10 pacient (Tab.4). Nejvice pacientu s protilatkami bylo

Vv kategoriich 3 a 4, tedy ve véku mezi 41 a 60 lety (Tab.4).
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Tab.4: Pocet ziskanych sér v jednotlivych vékovych kategoriich a vysledky testd na

protilatky

v | | s | oot | T ks
AR ;
v};litgg?é{(;eISt 12 17 1 0,34
Kmotes || 1 | 2|
Vi $160 ot 12 | 15 3 111
Vi 6170 It 13| 13 2 077
il 71 Bvice et 9 | 7 1 063
Celkem 72 76 | 2(20%) | 8(80%) 0,68

4.3 Kultivace riznych druhi borelii komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato
Pro test citlivosti borelii k lidskému komplementu byly pouzity pouze kultury
prvnich pasdzi (max. do 4.), u kterych byla prokazana ptitomnost pouze jednoho druhu

borelii. Pouzito bylo deset riznych druhi borelii (Tab.5).

Tab.5: Seznam pouzitych druhii borelii a jejich zkratky

Borrelia burgdorferi sensu stricto B31 | Bbss | Borrelia carolinensis SCGT18 Bcar
Borrelia afzelii CB43 Bafz Borrelia americana SCW30F Bam
Borrelia garinii ATCC Bgar Borrelia bavariensis 20047 Bbav
Borrelia bissettii DN127 Bhis Borrelia valaisiana VS116 Bval
Borrelia kurtenbachii 25015 Bkurt Borrelia andersonii 21038 Band
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4.4 Vyhodnoceni testu citlivosti borelii Kk lidskému komplementu pomoci pritokové
cytometrie

Bylo analyzovano celkem 1200 reakci komplementu s boreliemi. U kazdého druhu
borelie bylo testovano 6 vekovych kategorii muzi a Zen zvlast po 10 vzorcich séra 10
ruznych pacientl (Tab.6). U kazdého analyzovaného druhu borelii byla také méfena kontrola

zivych a mrtvych bunék (Obr.10).
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Obr.10: Vysledek méfeni intenzity fluorescence propidium-iodidu kontrolu mrtvych
bunék druhu B. garinii ATCC

Tab.6: Mnozstvi reakci borelii jednoho druhu s komplementem

Kategorie Zeny Muzi
1 10 10
2 10 10
3 10 10
4 10 10
5 10 10
6 10 10
Celkem ®0 ®0
120

Vysledné hodnoty naméfené pomoci pratokového cytometru udavaji procentudlni
zastoupeni mrtvych borelii v jednotlivych métenych vzorcich (Obr.11). V kazdé

Z jednotlivych skupin po 10 vzorcich (napf. kategorie 1 Zeny) bylo ziskdno 10 ¢isel, ktera
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udavala procentualni vyjadieni mrtvych borelii. Z téchto 10 ¢isel bylo pomoci aritmetického

pruméru spocitano jedno ¢islo, udavajici primérnou mortalitu v dané skupiné (Tab.7).

Tuhe: mrive s PI
FPopulation #Events %Parent %Total
-AIIEvents 32,301 R 1000
b . singlety 16,334 a0.6 A0.6
L |:| harelie 10,474 G4 .1 324
] P 8,996 a5.9 274

Obr.11: Vysledek mortalita borelii v méfeném vzorku vygenerovany priutokovym

cytometrem

Tab.7: Primérnd mortalita jednotlivych druhi borelii ve skupinach rozdélenych podle

pohlavi (F=Zeny, M=muzi)

Druh borelii Bb ss Bafz Bgar Bbis Bkurt

F/IM F M F M F M F M F M

kategorie 1 0,38 | 0,50 | 0,56 | 0,73 | 4,10 | 3,60 | 4,80 | 3,98 | 0,32 | 0,47

kategorie 2 0,21 | 042 | 0,72 | 0,55 | 2,40 | 3,83 | 2,10 | 449 | 0,38 | 0,43

kategorie 3 0,42 | 0,45 | 0,33 | 0,51 | 0,50 | 3,85 | 3,90 | 9,30 | 0,38 | 0,32

kategorie 4 0,13 | 0,17 | 0,44 | 0,38 | 1,10 | 1,97 | 460 | 1,80 | 0,63 | 0,65

kategorie 5 0,07 | 0,09 | 0,37 | 0,76 | 3,73 | 458 | 3,50 | 3,35 | 0,66 | 0,61

kategorie 6 0,23 | 0,06 | 0,50 | 0,68 | 3,20 | 3,88 | 550 | 440 | 0,70 | 1,06

priamér 0,24 |1 0,28 | 049 | 0,60 | 2,51 | 3,62 | 407 | 455 | 0,51 | 0,59

Druh borelii Bcar Bam Bbav Bval Band

F/IM F M F M F M F M F M

kategorie 1 2,23 | 5,73 | 062 | 051 | 0,34 | 0,57 | 1,30 | 1,87 | 3,51 | 3,67

kategorie 2 3,70 | 3,43 | 0,36 | 0,56 | 0,40 | 0,59 | 1,25 | 1,96 | 3,8 | 4,01

kategorie 3 290 | 410 | 032 | 0,44 | 0,50 | 0,61 | 1,72 | 1,95 | 4,23 | 4,87

kategorie4 | 453 | 6,03 | 0,21 | 0,22 | 0,63 | 0,89 | 2,01 | 2,29 | 5,20 | 5,60

kategorie 5 2,86 | 3,06 | 020 | 0,37 | 0,47 | 0,78 | 1,79 | 1,99 | 497 | 5,38

kategorie 6 2,86 | 3,84 | 007 | 0,16 | 0,21 | 0,35 | 1,55 | 1,01 | 3,8 | 4,01

priamér 3,18 | 437 | 0,30 | 0,38 | 0,42 | 0,63 | 1,60 | 1,85 | 425 | 4,59

U v8ech 10 testovanych druht borelii byla naméfena mortalita do 5% pfi zvolenych
experimentalnich podminkach. Vysledky z tabulky 7 byly pfevedeny do grafu (Obr.6).
Mortalita borelii, které reagovaly s zenskym sérem, byla u vSech druhd borelii niz§i nez

mortalita borelii, které reagovaly s muzskym sérem.
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Obr.6: Porovnani mortality jednotlivych druhti borelii mezi obéma pohlavimi

Déle byly z tabulek 7 vypocitany pomoci aritmetického priméru hodnoty udavajici
prumérnou mortalitu v§ech druht borelii v jednotlivych vékovych kategoriich v muzském a

zenském séru zvlast’. Z téchto hodnot pak byl dale vypocitan primér mortality vSech druhii

borelii pro jednotlivé vékové kategorie (Tab.9).

Tab.9: Primérna mortalita vSech druhi borelii podle vékovych kategorii a pohlavi

Zeny(M) Muzi(M) Priamér
kategorie 1 1,82 2,16 1,99
kategorie 2 1,53 2,03 1,78
kategorie 3 1,52 2,64 2,08
kategorie 4 1,95 2,00 1,97
kategorie 5 1,86 2,10 1,98
kategorie 6 1,86 1,95 1,90

Vysledky uvedené v tabulce 9 jsou zobrazeny v nasledujicich grafech (Obr.7,8).
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Obr.7: Mortalita vSech testovanych druhti borelii podle vékovych kategorii a pohlavi

Z grafu na obrazku 7 je vidét, ze mortalita borelii, které reagovaly s zenskym sérem,

byla u v§ech druhi borelii niz§i neZ mortalita borelii, které reagovaly s muzskym sérem.

mortalita %

O T T T T T
1 2 3 4 5 6

vékova kategorie

Obr.8: Mortalita vSech testovanych druhil borelii ve v€kovych kategoriich 1 az 6

Porovnanim primérné mortality vSech testovanych druhti borelii v ramci
jednotlivych vekovych kategorii bylo zjisténo, ze Zzadna z vékovych skupin nema

A4

jednozna¢né vyssi nebo nizsi ndklonnost k nakaze (Obr.8).
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5. DISKUSE

Vsechny druhy zvifat slouzi v pfirodé v razné mife jako hostitelé klistat Celedi
Ixodidae (ve stiedni Evropé& hlavné 1. ricinus). Proto mohou byt infikovani Sirokym spektrem
patogent, které klist'ata prenasenasi, jako jsou protozoa, viry nebo bakterie. Ackoli je ¢lovek
pouze ndhodnym hostitelem klistat, je LB nejCastéj$i vektorem pfenaSené onemocnéni
v Evropé i v USA.

Spirochety komplexu B. burgdorferi sensu lato jsou schopny se vyhybat G¢inktim
komplementu hostitele. Ve stievé klistéte jsou nejspi§ chranény faktory z klistécich slin,
které inhibuji hostitelsky komplement. Tento Gé¢inek slin ma vyznamny efekt pii pfenosu
riznych patogent, véetné borelii (Nuttall et al., 2000). V klistécich slinach je fada molekul,
které ovliviiuji imunitni systém hostitele a umoziuji klistatim UspéSné sani. Sliny klistat
obsahuji predevSim molekuly zabranujici srdzeni krve a molekuly s vazodilataénimi,
protizanétlivymi a imunomodula¢nimi vlastnostmi (Wikel a Bergman 1997). Aby spirochety
po pienosu do hostitele piezily, maji vyvinut jesté systém, jak unikat komplementu, a to
nejen na pocatku infekce a pfti lokalizované ¢i chronické fazi LB, ale i ve stievé klistéte po
nasati. Schopnost unikani ucinkim komplementu ma vyznam pii dynamice pienosu
patogenu. Jednotlivé druhy borelii se 1isi v jejich schopnosti inaktivace komplementu. Je to
dano schopnosti vazat faktor H a Faktor H- like 1 (FHL-1) proteiny (Kurtenbach et al., 2002;
Stevenson et al., 2002). Diky této rozdilnosti mohou byt borelie déleny do skupin citlivych
k séru (serum-sensitive) a odolnych (serum-resistant).

Podle naSich vysledki je pfi zvolenych podminkéach Groven mortality borelii vSech
testovanych druhti po inkubaci s lidskym sérem spiSe niz§i, coz by vysvétlovalo rychlé
rozsiteni LB po celém svété a vyrazny nardst poctu piipadi. Lze ale pozorovat dvé skupiny
borelii: druhy s velmi nizkou mortalitou (<1%) a druhy s mirné vyssi mortalitou (>3-4%).
Skupina s vyssi mortalitou borelii zahrnuje druhy B. garinii, B. bissettii, B. carolinensis a B.
andersonii. Vsechny ostatni testované druhy vykazovaly mortalitu do 1%. Pouze B.
valaisiana je svym vysledkem umisténa mezi tyto dvé skupiny druhti borelii.

Tyto vysledky souhlasi napiiklad s poznatky publikovanymi v roce 2001 dvéma
riznymi skupinami védcu. Jejich prace prokazaly, ze izolaty B. garinii byly ke komplementu
citlivé, zatimco B. afzelii byly vic¢i komplementu odolné. (Alitalo et al., 2001; Kraiczy et al.,
2001).

Skute¢nost, ze kmeny B. garinii jsou ke komplementu vice citlivé, miZze souviset
s preferenci tohoto druhu k plisobeni LB v centralnim nervovém systému, kde jsou ucinky

komplementu mnohem slabsi, nez v ostatnich ¢astech lidského téla.
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RozloZeni séropozitivity mezi pacienty ukazalo, Ze nejvice pacientd s protilatkami
proti boreliim bylo v kategoriich 3 a 4, tedy ve véku 41 az 60 let. V tomto véku byl nejvétsi
podil vSech na protilatky pozitivnich pacientii i v pfepoctu na deset pacientt.

Ackoli zadna z vékovych skupin neméla podle nasich vysledkt vyssi sklon k nakaze,
podle Nelsonovy publikace se vice ptipadt nakazeni LB vyskytuje mezi 40 a 64 lety véku
(Nelson et al.,, 2015). To je pravdépodobné zplsobeno tim, Ze se jedna o jedince
v produktivnim véku a lidé z této vékové kategorie se zaroven Castéji vystavuji riziku ndkazy
v ptirod¢ (Nelson et al., 2015). Tato skuteCnost je v souladu s naSim vysledkem testi na
boreliové protilatky, kde vySlo nejvice na protilatky pozitivnich pacientli v pfepoctu na 10
jedinct ve véku mezi 41 a 60 lety.

Ve skuping pacientt, kterou jsme testovali, se jevi zeny jako vice citlivé k nakaze nez
muzi, prestoze podle nasich vysledki 80% vSech na protilatky pozitivnich pacienti byli
muzi. Tato data se shoduji s vysledky Nelsona a jeho kolegu, ktefi tvrdi, ze muzi predstavuji
vEtsi ¢ast vSech infikovanych pacientt ve zkoumané populaci (Nelson et al., 2015). Tento
fakt je zdivodnovan skutecnosti, ze se pravdépodobné Castéji v piirodé pohybuji muzi, nez
zeny. Naptiklad ¢astéji pracuji v lesich jako myslivci, na stavbach, na tézbé dieva, nebo jsou
na lovu a podobng.

V roce 2009 publikovali Wormser and Shapiro préaci ,,Implications of Gender in
Chronic Lyme Disease*, ve které uvadéji, Ze mezi pacienty s piiznaky chronické boreliozy
vyrazné prevazuji Zeny. Podle jejich dat bylo ze 490 antibioticky ptelécenych pacientl
s chronickou LB 338 Zen, tedy 69,0% (Wormser a Shapiro, 2009). Autofi této publikace
uznavaji oficidlni politiku americké CDC, kterd zastava nazor, Ze chronicka LB viibec
neexistuje. Také proto je jejich vysvétlenim, ze vétSina z té€chto pacientl s chronickou LB
nebyla nikdy infikovana boreliemi a jejich symptomy jsou vysledkem spojeni mnoha jinych
onemocnéni, ¢asto psychickych, kterd se zaroven castéji projevuji u Zenskych pacientti. Toto
tvrzeni bylo kritizovano v nasledné publikovaném dopise editorovi stejného ¢asopisu
(Stricker a Johnson, 2009). V dopise byly zdiraznovany piedsudky v diagnostice chronické
borelidzy u Zen, ve srovnani s diagnostikou stejného onemocnéni u muzii. Kazdopadné to, Ze
na$e vysledky potvrzuji jejich analyzu, by mohlo byt faktem k zamysleni.

Dalsim podstatnym faktorem, ktery mize vysvétlit vétsi procento nakazenych muzi
v lidské populaci a zaroven objasnit vysledky Wormsera a Shapira je, Ze primarni
diagnostika LB se provadi metodou ELISA podle standartniho protokolu bez ohledu na
pohlavi. V roce 2010 publikovali Schwarzwalder a kolektiv své vysledky ohledné velkého

mnozstvi moznych nediagnostikovanych LB pfipadi u Zen, kviuli méné robustni 19G
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odpovédi u Zen ve srovnani S muzi. Autofi tvrdi Zze standartni interval ¢tyf tydnd, béhem
kterého se potvrzuje diagnéza LB, neni dostate¢ny pro zenské pacienty a mél by byt
prodlouzen pro dosazeni lepsi kvality vysledku. (Schwarzwalder et al., 2010)

V tomto tématu je dal$im dilezitym faktem skutecnost, Ze Zensky imunitni systém je
ovlivnén menstruaénim cyklem. Pohlavni hormon estrogen stimuluje imunitni systém,
zatimco testosteron ma opacny, tedy suprimujici uc¢inek. Po nastupu menopauzy u Zeny klesa
hladina estrogenu v krvi a zaroven s nim se tedy snizuje i stimula¢ni G¢inek a dochazi ke
zménam imunitniho systému. Tento fakt by mohl vysvétlovat, pro¢ dochéazi Castéji u zen

k reinfekci boreliemi (Jarefors et al., 2006).
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6. ZAVER
Na zéklad¢ analyzy interakce vybranych druhl borelii s lidskym komplementem

pacientt riznych vékovych skupin a pohlavi, se ndm podatilo prokazat:

a)

b)

d)

VSech deset testovanych druhi borelii je pro ¢lovéka potencialné infekénich, coz
nabada k dalsimu zkoumani a zjistovani infek¢nich potenciali druhtu spirochet
nezahrnutych do klasické prvni podskupiny borelii prokazatelné zpusobujicich
LB. Je dulezité zminit, ze se bézné testuji protilatky v krvi proti ttem druhtim
borelii tradi¢né uznavanym jako pavodce LB a to, B. burgdorferi sensu strico, B.
afzelii a B. garinii. Nicmén¢ jiz byly prokézané infekce pacienti jinymi,
,Hhetradi¢nimi® druhy spirochet z komplexu B. burgdorferi sensu lato. Nase
vysledky nasvéd¢uji, Ze nakaza LB muze byt zplisobena az deseti testovanymi
druhy borelii. Je proto mozné, Ze pacienti s nevysvétlenymi potizemi nebo
netypickymi klinickymi projevy LB, jsou infikovani méné obvyklym druhem

borelie.

Ackoli Umrtnost vSech zkoumanych druhG borelii pii reakci s lidskym
komplementem za zvolenych podminek nebyla vysoka, nase vysledky jasné
poukazuji na rozdeéleni vSech zkoumanych spirochet na dvé skupiny: spirochety
s vétsi rezistenci a spirochety s mensi rezistenci k lidskému komplementu. Toto

rozdé€leni je v souladu s diive publikovanymi analyzami.

Na zaklad¢ vysledku ziskanych pomoci pratokové cytometrie bylo zjisténo, ze
infek¢ni potencial B. americana, B. bavariensis, a B. kutrenbachii se pohubuje ve
stejné hlading jako infekéni potencial uznanych ptivodct LB B. burgdorferi sensu

stricto a B. afzelii.

Podle vysledka ziskanych pomoci prutokové cytometrie bylo dale zjisténo, ze B.
andersonii, B. bissettii a B. carolinensis jsou druhy schopné infikovat hostitele

stejné uspésné jako B. garinii.

Podle nasich vysledkl jsou Zeny méné odolné vici nakaze boreliemi oproti
muzim. | v ptipadech chronické boreliézy je pocet nemocnych Zen podstatné
vyS$$i, nez u muzi. Pro toto tvrzeni je hned nékolik davoda (viz. diskuse). Nase

vysledky mohou byt jednim z nich.
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f) Podle vysledkti nasi prace a také podle oficialnich statistik je pocet piipadu
onemocnéni LB u muzi vyssi neZ u zen. Vysvétleni je nejspi$ v rozdilu aktivit,
které muzi a zeny stejnych vékovych kategorii provozuji. Dal by se piedpokladat
vys$$i pohyb muza aktivniho veéku v pfirodé, napiiklad pii praci, lovu, rybolovu

nebo turistice.
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