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ANOTACIA

Tato bakalarska prica je zamerand na tému lymska boreli6za a jej imunologické aspekty.
Literarny prehl'ad je zamerany na charakteristiku ochorenia lymskej borelidzy, patogenézu,
rozpis jednotlivych §tadii spojenych s ich symptémami a moznosti liecby. V hlavnej Casti prace
st zdkladné informécie o imunitnom systéme a nasledne su opisané interakcie baktérie
s imunitnym systémom a popis priebehu infekcie. V texte su vysvetlené aj metédy priamej
a nepriamej detekcie daného patogénu a vyhodnotenie ich vysledkov. Posledna Cast reserse je
zamerana na historiu a problematiku vyvoja vakciny. Cielom tejto bakaldrskej prace je

poukazat’ na vaznost’ tejto bakteridlnej infekcie a popis hostitel'ovej imunitnej odpovede.

KLZUCOVE SLOVA

Lymska borelidza, Borrelia burgdorferi, Specifickd imunita, spirochéty, erythema migrans,



TITTLE

Immunological aspects of Lyme borreliosis

ANNOTATION

This bachelor thesis focuses on the topic of Lyme disease and its immunological aspects. The
literature review is focused on the characteristics of Lyme disease, pathogenesis, breakdown of
the individual stages associated with its symptoms and treatment options. The main part of the
thesis contains the basic information about the immune system and then describes the
interaction of the bacteria with the immune system and a description of the course of infection.
Furthermore, the methods of direct and indirect detection of the pathogen have been described
as well as the evaluation of their results. The last part of the review is focused on the history
and challenges of vaccine development. The aim of this bachelor thesis is to highlight the

seriousness of this bacterial infection and to describe the host immune response.
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Lyme borreliosis, Borrelia burgdorferi, specific immunity, spirochete, erythema migrans
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UvVOD

Medzi najcastejSie diagnostikované zoonotické ochorenia na svete, ktoré¢ je prenasané
kliestami, patri lymska boreliéza. Toto ochorenie je spdsobené tizko pribuznymi spirochétami
(baktérie v tvare vyvrtky). Do krvi sa spirochéty dostavaju so slinami réznych druhov kliestov
a u hostitela dbjde k vyvolaniu imunitnej odpovede. Borélie st schopné sa vyhybat
imunitnému systému. Na zaciatku infekcie sa aktivuje prirodzend imunita pomocou antigénov.
Délezitu tlohu v borélii hraju proteiny, ktoré sa naviazu na extracelularny matrix a prave vd’aka
tomu dokazu prezivat’ a rozSirovat’ sa d’alej do organizmu.

Toto multisystémové ochorenie postihuje kozu, srdce, o¢i, nervovi sustavu a kiby.
Pri¢ina ochoreni je variabilita Borrelia burgdorferi, ktora sposobuje netypické priznaky, a preto
je diagnostika vel'mi komplikovand. Lymské boreli6za sa moZe rozvinat’ do chronického stavu,
ktory je doprevadzany laboratorne preukazateInymi relapsami. Klinické prejavy su rozdelené
do troch stadii. V poslednom stadiu sa objavuju najzévaznejSie priznaky a to Acrodermatitis
chronica atrophicans a lymska artritida. V tehotenstve je pritomnost’ tejto choroby nebezpecna,
pretoze baktérie mézu byt prenesené z matky na plod a poskodit’ ho. Patogény prechadzajtce
cez placentu zapri€inuji potrat alebo narodenie mrtveho dietata ¢i rézne vyvojové vady.
Najrizikovejsie je obdobie prvého trimestru. Lie¢ba ochorenia je antibioticka a je vel'mi t€inna.
Pouzivaju sa rdzne typy antibiotik a ddvkovanie sa u dospelych a deti li$i. Spdsob podavania
je peroralny alebo intravenézny, zdlezi na pouzitom lieku. V minulosti bola vyvinuta aj
vakcina, ale kvoli nizkemu zdujmu sa prestala vyrabat. No v sti¢asnosti sa vedci pustili opét’
do testovania novej vakciny, ktora sa na testovanych mysiach javi tspesne.

Infekcia sa musi povinne hlasit’ na prislusni krajski hygienicka stanicu, takze
epidemiologicka situécia je znama. Podl'a dostupnych cisel z Krajskej hygienickej stanice pre
okres Kolin mézeme skonstatovat’, Ze v tejto lokalite je najvyssi vyskyt infekcie v obdobi od
jula do decembra. Celkovy pocet pripadov v Ceskej republike klesé a v roku 2020 bol najmensi
za poslednych pét’ rokov a nakazenych I'udi v tom roku bolo 3710.

Lymskou boreliézou st postihnuti CastejSie muzi nez zeny, a to z dovodu, ze muzi sa
pohybuju v prirode CastejSie, nielen za ucelom rekreacie, ale aj kvoli naplni ich prace (lesnici,
polovnici, farmari). Co sa tyka vekového zastapenia, tak najéastejsie zasiahnutymi st deti vo
veku 10 — 15 rokov, nasledne obyvatelia v pred- a dochodkovom veku. Prave tieto dve skupiny
maju viacej vol'ného ¢asu a mozu ho travit’ pobytom na ¢erstvom vzduchu v prirode.

Kliestom sa dari len za ur¢itych podmienok, preto ich vyskyt nie je rovhomerny. Vyssie

percentd vyskytu su v pritomnosti vodnych tokov, na okraji lesov, vo vysokych travnatych
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porastoch a v nizsich nadmorskych vyskach okolo 1100 m n. m. az 1300 m n. m.. Preto je
potrebné pri navsteve prirody dbat’ na preventivne opatrenia, aby sme predisli ochoreniu.
Doporucuje sa nosit’” dlhé nohavice a dlhy rukdv, volit' svetlé farby obleCenia, pouzivat
repelent, po ndvsteve lesa sa osprchovat’ a vizualne skontrolovat’ celé telo. Repelenty by mali
obsahovat’ latku DEET (N, N-diethyl-3-methylbenzamid), ktord je naju¢innejSia. Hodinu po
pouziti vykazuje 85 %-tni efektivitu ochrany. Pripravky s obsahom KBR 3023 alebo na

prirodnej baze s obsahom cesnaku, ¢i eukalyptového oleja maju nizsiu ¢innost’.
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1 LYMSKA BORELIOZA
1.1 Struéna charakteristika ochorenia

Borelioza je vazne infekéné ochorenie (Steere a kol., 2001). Jej povodca Borrelia
burgdorferi v sicasnosti zahtfia najmenej 20 genodruhov (Mead a kol., 2015). V Europe méame
niekol’ko patogénnych druhov a to: B. burgdorferi, B. sensu stricto, B. afzelii, B. garinii, z nich
posledné¢ dva druhy patria k najviac vyskytujucim (Margos akol., 2009). Vsetky tieto
patogénne genodruhy mézu sposobit’ erythemu migrans, ktora sa prejavuje ako cerveny flak na
s chronickym ochorenim koze acrodermatitis chronica atrophicans (Vitorino a kol., 2008).

Borélie je mozné klasifikovat’ aj podl'a sekvencii vonkajSieho povrchového proteinu
OspC (existuje 21 hlavnych skupin OspC) (Qiu a kol., 2008). Vektormi, ktoré prendsaju Bb na
Cloveka, su predovsetkym klieSte Ixodes ricinus a Ixodes persulcatus. Boréliu moze kliest
ziskat’ pri kfmeni infikovanym hostitelom alebo pri kfmeni v tesnej blizkosti infikovaného

hostitel’a (Tsao a kol., 2009).

1.2 Vztah medzi boréliou a klieSt’om

Bor¢lie sa do kliest'a dostanti uz v larvalnom §tadiu pri cicani a vydrzia v ilom po cely
zivotny cyklus. Nachédzaja sa prevazne v Creve, kde sa pomocou OspA uchytia a tiez im to
pomaha odolat’ obrannym reakciam kliest’a (Neelakanta a kol., 2007).

Proces presunu borélie z ¢reva do slinnych zliaz klieSta a nasledne do hostitel’a trva 2
az 2,5 dia. Pocas tejto migracie dochddza k zmene génovej expresie spirochét. Znizuje sa
produkcia OspA, no naopak sa zvysuje tvorba OspC, ktory je nevyhnutny pre vznik infekcie
u hostitel'a, pretoze umozituje baktéridm prechod do slinnych Zliaz kliesta (Fingerle a kol.,

2007).

1.3 Patogenéza ochorenia

Ked’ sa kliest’ vektora Ixodes zacne zivit’ hostitel'om, nastava zmena v prostredi ¢reva
kliest'a, a to zmena teploty, pH, dostupnosti zivin a expozicie protilatkam (Radolf, Samuels,
2021). V reakcii na meniace sa podmienky prostredia sa B. Burgdorferi deli v ¢reve pocas

kfmenia, priCom sa pocet borélii zvySuje az o 300 % (De Silva, Fikrig, 1995). Spolu s touto
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expanziou populécie prechddza Bb dramatickymi zmenami v génovej expresii prostrednictvom
regulacnej kaskady (Radolf, Samuels, 2021).

Ked’ sa kliest’ s baktériami zavedie do dermis cicavc¢ieho hostitel’a, musia sa delit’ a Sirit’,
aby sa wulah¢il cyklus, ktory zachovava rod v prirode. Prijem zivin transportérmi
cytoplazmatickej membrany vyzaduje, aby ziviny prenikali cez vonkajSiu membranu,
pravdepodobne cez poriny (Ristow a kol., 2015). Bolo identifikovanych niekol’ko vyzivovych
zachrannych proteinov potrebnych na prezitie v tkanive cicavcov. PncA, nikotinamidéza, ktora
premiena nikotinamid na kyselinu nikotinovil, je potrebnd na poskytnutie prekurzora pre
biosyntézu NAD (Purser akol.,, 2003). AdeC, adenindeamindza, ktord meni adenin na
hypoxantin, a tym ulahcuje interkonverziu purinu (Jewett a kol., 2009). Purinové permedzy
BBB22 a BBB23 st dolezité pre prijem hypoxantinu, adeninu, guaninu a st nevyhnutné pre
infekciu my$i B. burgdorferi (Jain a kol.. 2015). OppAV, oligopeptidova permedzova zlozka
systému vychytavania oligopeptidov, je rozhodujiica pre perzistenciu Bb v hostitel'ovi
(Caimano akol., 2019). Gény kodujuce vacSinu tychto proteinov su umiestnené na
genomovych plazmidoch, ¢im sa posiliuji zdkladné ulohy v cykle (Khajanchi, 2015).

Viacsina patogénnych mikroorganizmov si vyvinula mechanizmy na vyhybanie sa
vrodenym a adaptivnym imunitnym odpovediam, ¢o umoziuje ich prezitie a proliferaciu
v hostitel'skom prostredi (Chaconas a kol., 2020).

Ako sposob neutralizacie infekénych agens vyuzivaju hostitelia na svoju ochranu
vrodené a adaptivne imunitné systémy. Velka vicsina infekénych agens, ktoré spdsobuju
infekciu u imunokompetentnych hostitelov, je vybavena tak, aby obchadzala tieto reakcie
hostitel'a (Bourret akol., 2016). Pre extracelularne parazity a patogény je schopnost
neutralizovat’ vrodené mechanizmy zabijania rozhodujtiica (Ramsey a kol., 2017).

B. burgdorferi reaguje odliSne na oxidacny stres v porovnani s vdéSinou zivych
systémov, ¢iastoéne v dosledku zjavného nedostatku poziadavky na zelezo. Doteraz neboli
identifikované ziadne enzymy, ktoré by vyzadovali Fe ako kofaktor. Bb pouziva mangan ako
kofaktor namiesto Zeleza pouzivaného inymi baktériami (Radolf, Samuels, 2021). Nedostatok
Fe zvyhodiiuje Bb v porovnani s inymi patogénmi (Boylan a kol., 2008).

Bb nesyntetizuju vlastné mastné kyseliny, a preto st zavislé od hostitel'a, ktorého
infikuju, aby poskytoval tieto esencidlne lipidové zlozky. Zaclenenie polynenasytenych
mastnych kyselin a lipidov z hostitel'ov do lipidov Bb (Crowley a kol., 2013) vystavuje tieto
Struktiry riziku oxidacného poskodenia a toxicity (Boylan a kol., 2008).

16



S cielom identifikovat’ nové proteiny Bb zapojené do rezistencie na ROS a RNS sa
pouzil nestranny skrining (Lin a kol., 2012). Z tejto analyzy bolo identifikovanych 66 génov,
ktoré prispeli k RNS a ROS rezistencii (Bourret a kol., 2016).

Boré¢lia musi byt’ schopna osidlit’ traviaci trakt klieSta a cez jeho slinné zl'azy sa dostat’
do krvného obehu hostitel'a. V organizme moze dojst’ k napadnutiu réznych tkani (Richter
a kol., 2013). Borélie sa v krvi nachadzaju len kratkodobo, pretoze za kratky casovy usek
dochadza k preniknutiu do buniek imunitného systému, teda do polymorfonukledrnych
leukocytov a monocytov. Prvou obrannou liniou proti spirochétam su NK a T-bunky. Vel'mi
Castd je aj vdzba na nervové agliové bunky mozgu zapriCinend prienikom cez
hematoencefalickii bariéru. Borélia unikne imunitnym mechanizmom hostitela pomocou
presnej reguldcie expresie povrchovych proteinov Osp. Kliestovi sa v trdviacom trakte na
povrchu borélii vylucuji proteiny OspA a OspB, ktoré maju funkciu adhéznych molekul.
V priebehu cicania klesa expresia tychto proteinov a stipa tvorba OspC. Protein OspC
umoziuje baktéridm prechod z traviaceho traktu do slinnych Zliaz kliesta, ma schopnost’
viazat' imunoregulacny protein, ktory ndjdeme v slinach kliesta a borélia tak moze preckat
imunitna reakciu v iniciacnej faze infekcie hostitel'a. Nasledne dochadza k znizovaniu hodndt
OspC a zacina sa na povrchu objavovat’ protein VISE, ktory sa vyznacuje vysokou antigénnou
variabilitou. Tvorbou VISE borélia limituje rozvijajlice sa Specifické imunitné odpovede, a tym
sprostredkovava prechod do chronickej fazy. Proteiny OspE a OspF poméhaji vyhybaniu
mechanizmom neSpecifickej imunity (Ktupka a kol., 2008).

Choroba prebieha v troch fazach — v€asne lokalizovand, v€asne diseminovand a neskora
diseminovana. Po vniknuti borélii do krvného obehu, prestupuji stenou ciev a objavuju sa
v perivaskularnom priestore a za¢ina zapalova reakcia spojena s tvorbou IFN-y a polarizaciou
reakcie k typu Thl. V tejto faze sa vyskytuje hlavne EM a pritomnost’ protilatok triedy IgM.
Moze dojst’ k spontdnnemu vylieCeniu. Pokial baktérie nevymizni z imunitného systému
a choroba sa nelie¢i, mézu sa borélie rozsirit' do d’alSich organov a spdsobovat’ postihnutie
nervového systému, pohybového aparatu, kozné prejavy, postihnutie srdca alebo mézu byt
zasiahnuté o€i. Existuju aj pacienti, u ktorych problémy pretrvavaju aj po liecbe antibiotikami.
V tomto pripade sa rozvijaji autoimunitné mechanizmy. Do stvislosti sa dava vyskyt protilatok
anti-OspA a anti-OspB a trvanie prejavov artritidy hlavne u pacientov s fenotypom HLA-DR4.
Predpoklada sa skrizend reaktivita medzi OspA a homoldgnou kyselinou. To sa predpoklada aj

pri reaktivite protilatok medzi inymi antigénmi borélie.
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1.4 Klinické priznaky v jednotlivych Stadiach

Steere a kolektiv rozdelil v roku 1989 LB do troch hlavnych §tadii: akatna (prva) faza
s najéastej$im vyskytom koznych 1ézii, druha faza skibnymi asrdcovymi postihnutiami
a posledné tretia faza s reumatickymi, srdcovymi a neurologickymi prejavmi. Po prvom $tadiu
sa druhé dostavuje po niekol’kych diioch alebo tyzdnoch, no tretie az s odstupom niekol’kych

mesiacov alebo rokov.

1.4.1 Prvé stadium

Prvé stadium sa vyskytuje medzi 3 — 32 ditami od pohryznutia. Méze sa objavit’
erythema migrans, ktoré sa postupne zvicsuje a mozu ju doprevadzat’ chripkové symptémy ako
napriklad: unava, vyCerpanost, bolest’ kibov, svalov, hlavy a horucka (Stanek a kol., 2012).
Kozné priznaky sa objavuji az u 80% pacientov postihnutych LB. U velkej ¢asti pacientov
dochadza k prvej imunitnej reakcii prave v mieste vstupu spirochét do koze (Strle, 2009). Po
prieniku klieSta do organizmu sa tkanivami za¢nu §irit’ borélie. Borélie narusuju cytoskelet,
ktory je naro¢né prekonat’ aj pre malé molekuly. Vyuzivaju spdsob rozkladu Struktiry tkaniva
a nasledne zabranuju hojeniu a tymto si borélie zjednodusia transport do intracelularneho
priestoru medzi endotelovymi bunkami (Stanek a kol., 2012). Cely tento proces nazyvame ako
transendoteliarna migracia. Baktérie sa v endoteliarnych priestoroch zhromazduju a zacnu
produkovat’ proteiny, ktoré st potrebné pre spustenie infekcie (Buhner, 2014).

Pre prvé stadium je typicka EM. Tento priznak sa povazuje za najtypickejsi pre LB.
V mieste prisatia sa objavi ¢ervend ovalna Skvrna, ktord sa méze zviacSovat az do velkosti
niekol’kych centimetrov a niekedy ma svetly stred (viz Obrazok ¢. 1) (Wormser a kol., 2016).
Lozisko sa vo vicsine pripadov vyskytuje samostatne (Buhner, 2014). Pokial' nachadzame
viacej lozisk, mozeme hovorit, ze ide o prechod do druhého Stiddia a oznacujeme to ako
sekundarnu formu. EM ma tri zakladné typy:

e Erythema migrans anulare: rozSiruje sa do okolia, ma Cervené
ohrani¢enia a vyblednuty stred

¢ Erythema migrans maculare: stabilnd, nemusi sa rozSirovat’ do okolia,
ma hladky povrch a cervené zafarbenie

e Erythema migrans concentricum: koncentrické usporiadanie

viacerych kruhov (Wormser a kol., 2016)
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Obrazok ¢€.1: Formy erythemy migrans (zdroj: https://www.bayarealyme.org/get-help/skin-rashes/)

Diagnéza prebieha na zéklade anamnézy a vizudlnej kontroly lézie. Laboratérne
vySetrenie nie je potrebné, v pripade atypickej lézie sa odporuca sérologické vysSetrenie.
Kultivacia alebo PCR zo vzorkov koznej biopsie s uzitocné vo vyskumnych §tadiach, ale nie
su potrebné pre rutinnt klinicka prax (Aucott a kol., 2009). K lie¢be EM sa nasadzuje 10-diiovy
cyklus liecby doxycyklinom (Stanek a kol., 2012).

1.4.2 Druhé Stadium

Druhé Stadium nastupuje po niekolkych tyzdnoch atrva okolo pol roka. Pre toto
Stadium su charakteristické neurologické prejavy, najcastejSie bolest” hlavy, zavraty, Casto je
hlasena aj obrna licneho nervu (Stanek a kol., 2012). Objavuju sa aj arytmie, dusnost’
a opuch o¢nych viecok. U deti sa Casto vyskytuje boréliovy lymfocytom.

Boré¢liovy lymfocytom ma podobu modro¢erveného uzliku, zvyc€ajne na usnom laloku
(viz Obrazok €. 2), bradavke alebo miesku. Sérologické testovanie je zvyc€ajne pozitivne, ak
je vysledok negativny, sérum sa otestuje v rekonvalescencnej faze 2 — 6 tyzdinov neskor
(Wormser a kol., 2016). Na vylucenie novotvaru méze byt potrebna biopsia 1ézie. O lieCbe
je dostupnych malo informacii, preto sa pouzivaju rovnaké postupy ako pri lieCbe EM

(Stanek a kol., 2011).
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Obriazok €.2: Boréliovy lymfocytom na uSnom laloku (zdroj: http://www.remedia.cz/Okruhy-
temat/Mikrobiologie-a-infekcni-choroby/Lymska-borelioza-onemocneni-jiz-bez-otazek/8-1c-
bS.magarticle.aspx)

Lymska karditida (LK) oznacuje ochorenie srdca, ku ktorému dochédza najcastejSie
medzi 2. tyzdiom az 5. mesiacom. Vyskytuje sa v pripade, ked’ baktérie lymskej borelidzy
vstupia do tkaniva srdca. To moze interferovat’ s normalnym pohybom elektrickych signalov.
Zo stadii vyplyva, ze postihuje CastejSie muzov ako zeny. Priznaky karditidy su najCastejSie
zavraty, synkopy adyspnoe (Wormser akol.,, 2016). Preukdzanie karditidy vyZzaduje
pritomnost’ typickych prejavov LB, napriklad NB ¢i EM. V Europe trpi na LK priblizne len 4
% vsetkych pacientov s LB, pre porovnanie v Severnej Amerike ich pocet Splha az k 10 %.
Doélezitym dokazom pre stanovenie diagndzy je sérologicky dokaz protilatok proti boréliam
a nalez borélii v myokarde (Stanek a spol., 2018).

Pri postihnuti oka st prejavy ochorenia rézne. V endemickych oblastiach je ndrocné
odlisit’ o¢né prejavy LB od ndhodnej koincidencie. Jeden z najcastejSich prejavov  tohto
ochorenia je edém viecok (viz Obrazok €. 3). Spravidla sprevadza EM a objavuje sa par dni po
nej. Za pomerne dlhs$iu dobu sa méze vyskytnut’ u cloveka epitelidlna keratitida (Mora, Carta,
2009). V tejto faze sa predpisuju steroidy k lokdlnemu pouzitiu a vysledok je uspokojivy, ale je
potrebné dodrzanie rad lekéra, pretoze pri Casnom vysadeni liekov dochadza k Castym
recidivam (Wormser a kol., 2016). V miernej forme sa objavuje uveitida, pri ktorej sa podarilo
preukdzat’ pritomnost’ Bb priamo v oku. Vzacne sa moze u l'udi rozvinit’ Bellova obrna, pri
ktorej Clovek nie je schopny Zmurkat’ a zavriet oci. To vysuSuje rohovku a méze to mat’ za
nasledok infekciu alebo dokonca dieru v rohovke, ktoréd vedie k ohrozeniu zraku, pokial’ sa v€as

nelieci (Mora, Carta, 2009).
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Obrazok ¢.3: Edém viecok (zdroj: https://www.amjmed.com/article/S0002-9343(16)30092-
4/fulltext#related Articles)

Zhruba tretina pacientov s LB trpi neuroboreliézou (NB), ktora postihuje nervovy
systém cloveka. Prejavy NB su roznorodé. Vedie k poruche periférneho, vegetativneho, ale aj
centradlneho nervového systému (Wormser a kol., 2016). Borélie, ktoré sa nachadzaja v krvi,
prechadzaju hemoencefalickou membranou a vd’aka tejto vlastnosti poskodzuju nervové bunky
a neuroglie. Pri napadnutiu NS je likvor abnormalny, st zvysené hladiny bielkovin alebo len
gamaglobulinov, objavit’ sa mdze aj pleocytéza. Moze sa stat, Ze sa u pacienta vyskytne aj
fyziologicky likvor (Rauer a kol., 2020). Spirochéty okrem poskodzovania neuroglii vyvolavaju
tiez imunitné a autoimunitné reakcie. Nasledok reakcie s imunokomplexmi je zapal ciev, ktory
OspA a OspB. Autoimunitné reakcie maju za dosledok poskodenie myelinovych posSiev axénov
(Stanek a kol., 2011). Zapal potom prechadza na mozgomies$né pleny a kapilary, ktoré sluzia
na vyzivu nervového systému. V tomto Stadiu su ¢asté bolesti hlavy, poruchy spanku, straty
paméiti (Bojar, 2013). Pre uréenie spravnej diagndzy je nutné zabezpecit’ kvalitativne vySetrenie
likvoru, ku ktorému by sme mali pridat’ aj sérologické vySetrenie a vySetrenie pomocou metody
PCR (Rauer a kol., 2020).

V 2.stadiu sa vyskytuju aj artralgie. Vyznacuju sa striedajicou a migrujicou bolest'ou,
ktora postihuje najéastejsie kiby, ale moze postihnit’ aj svaly, kosti, vizy. Doba bolesti je od
niekol’ko hodin az po niekol’ko tyzdiiov. Mo6ze sa striedat’ aj bolestivé obdobie s nebolestivym.
Pacienti ¢asto uvadzaju pocit inavy a no¢né potenie. Vel'kl pozornost’ musime venovat’ inave,

ktoré je pre LB najcharakteristickejsi prejav a oznacujeme ju ako chronicka inava.
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1.4.3 Tretie Stadium

Patria sem priznaky, ktoré trvaju dlhSie nez pol roka a vyskytuju sa aj po antibiotickej
liecbe. Medzi popredné priznaky patri chronicka tnava, bolest’ hlavy, podrazdenost, ospalost’
a poruchy sustredenia. Preco prechddza LB do chronicity napriek antibiotickej liecbe nie je
zname. Niektori odbornici si myslia, Zze opakujtice sa klinické prejavy st spdsobené zépalovymi
a autoimunitnymi reakciami. (Santos a kol, 2010). V tretej faze sa objavuju aj acrodermatitis
chronica atrophicans, chronicka encefalomyelitida a artritida (Stanek a kol., 2011).

Lymska artritida inym pojmom zapal kibov, ¢asto nastava po artralgiach. Prejavuje sa
opuchom a nahromadenim tekutiny okolo lozisk kibov (Arvikar, Steere, 2015). Borélie st
schopné sa viazat na cukorné zlozky keratansulfanu, proteoglykanu a kolagénu. Zmeny v kibe
st spdsobené stretnutim borélii s endotelovou bunkou a ich aktivaciou leukocytov (Puius,
Kalish, 2008). Neskor zacnll borélie produkovat zapalové cytokiny a nastdva infiltracia
tkaniva. Synovialne bunky, ktoré tvoria cytokiny (IL-1, TNF-a) st aktivované, a preto je
vysledkom poskodenie buniek kibnej chrupavky (Arvikar, Steere, 2015). Pri sérologickom
vySetreni su pritomné vysoké koncentracie Specifickych sérovych IgG protilatok (Aucott
a kol., 2009).

Postboreliovy syndrom sa vyznacuje unavou, bolestou hlavy, poruchami spanku
a hor$ou pracovnou vykonnostou. Ziadny laboratorny test jednoznaéne nediagnostikuje tento
syndrom. Ani dlhodob4 antibioticka liecba nema pozitivny efekt (Stanek a kol, 2012).

Chronické encefalomyelitida nastava ¢astejSie v oslabenom organizme ¢loveka. Borélie
modzu pretrvavat’ v organizme mesiace az roky, prevazne vo viazivovych Struktiurach. Choroba
moze imitovat’ formy roztrisenej sklerdzy, ale v porovnani s nimi st pritomné Specifické
protilatky v likvore a sére. Pre dosvedcenie sa pouziva metéda ELISA a imunoblot pozitivita
v sére. Typické pre toto ochorenie je porucha kognitivnych a behaviordlnych funkcii.
Prejavuje sa to zmétenost'ou. Vacsinou chybaju objektivne priznaky zépalu a preto k diagndze
napomahaji MRI a SPECT (Gur¢ik, 2009).

Acrodermatitis chronica atrophicans sa prejavuje ako dlhotrvajice cervené alebo
modrocervené 1ézie, vyskytujuce sa na extenzorovych povrchoch koncatin (viz Obrazok €. 4).
Na takychto koncatinach dochédza k tvorbe fibrotickych uzlikov (Vasdevan, Chatterjee,
2013). Na pociatku je opuch na dotyk mikky, nakoniec sa stava atrofickym aje mozné
stvrdnutie koze. Po mesiacoch trvania zapalu sa koza postupne za¢ne menit’, prestdva byt
pruzna a vzhladom pripomina cigaretovy papier. (Stanek a kol., 2012). Spravidla s pri

sérologickom vySetreni pritomné vysoké koncentracie Specifickych sérovych IgG protilatok.
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Detekcia B. Burgdorferi sensu lato kultivaciou alebo PCR z biopsie koze je uZzito¢na len vo

vyskumnych studiach (Stanek a kol., 2011).

Obrazok ¢.4: Fotka ruky postihnutej chorobou Acrodermatitis chronica atrophicans (zdroj:

https://dermnetnz.org/topics/acrodermatitis-chronica-atrophicans)

1.5 Liec¢ba ochorenia

Liecba LB je antibiotickd a najuc¢innejsia je na zaciatku ochorenia (Stanek a kol., 2012).
Vol'ba antibiotik zavisi na anamnéze. Antibiotikum by malo byt schopné udrzat’ efektivnu
hladinu v priebehu terapie (Hunfeld a kol., 2000).

Antibiotika podavame bud’ spdsobom oralnym alebo ich zavadzame intravendzne. U
peroralnych antibiotikéch sa jedna o Standardnu liecbu raného stadia LB. Zvycajne sa odporaca
14- a7 21-dilova kara (Wormser a kol., 2016). Intravendzne antibiotika m6zu sposobit’ vedl'ajsie
ucinky, vratane nizSieho poctu leukocytov, hnacky alebo infekcie inymi organizmami odolnymi
voci antibiotikam, ktoré nesuvisia s lymskou boreliézou (Kowalski a kol., 2010).

V prvom §tadiu ochorenia sa pacientovi s priznakom erythemy migrans, najbeznejSieho
prejavu ranej LB, predpisuju antibiotika podl'a tabul’ky €.1. Tieto rezimy mdzu byt upravené
v zavislosti od veku osoby, anamnézy, stavu alergii, pripadne tehotenstva (Torbahn a kol.,

2018).
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Tabulka &. 1: Lie¢ba a davkovanie jednotlivych liekov u EM v Ceskej republike (Basic a kol.,

2000)

Vekova kategdria

Liek

Davkovanie

DiZka lie¢by

Dospely

Fenoxymethylpenicilin

1-1,5 mil. U, 3-krat
denne, peroralne

10 - 14 dni

Cefuroxim-axetil

500 mg, 2-krat
denne, peroralne

10 — 14 dni

Azitromycin

1.deii: 500 mg,
2-krat denne,
peroralne
2.-5. deni: 500 mg,
1-krat denne,
peroralne

5 dni

Klaritromycin

500 mg, 2-krat
denne, peroralne

10 — 14 dni

Deti

Fenoxymethylpenicilin

80 — 100 tis. IU/kg,
denne, peroralne

10 - 14 dni

Cefuroxim-axetil

30 mg/kg, 1-krat
denne, perordlne

10 - 14 dni

Azitromycin

1.deni: 20 mg/kg, 1-
krat denne,
peroralne
2.-5. den: 10 mg/kg,
1-krat denne,
peroralne

5 dni

Klaritromycin

15 mg/kg, 1-krat
denne, peroralne

10 - 14 dni

Pre porovnanie v tabul'ke ¢.2 je rozpisana terapia EM, ktora je doporucend v Spojenych statoch

americkych.
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Tabulka €. 2: Terapia EM v Spojenych statoch americkych (Kowalski a kol., 2010)

davok, oralne

Vekova Liek Davkovanie Dizka lie¢by
kategoria
Doxycyklin 100 mg, 2-krat denne, 10 — 14 dni
Dospely oralne
Amoxicilin 500 mg, 3-krat denne, 14 dni
oralne
Cefuroxim 500 mg, 2-krat denne, 14 dni
oralne
Doxycyklin 4.4 mg/kg denne, 10 — 14 dni
Deti rozdelenych do 2
davok, oralne
Amoxicilin 50 mg/kg denne, 14 dni
rozdelenych do 3
davok, oralne
Cefuroxim 30 mg/kg denne, 14 dni
rozdelenych do 2

V druhom $tadiu LB sa vyskytuji priznaky lymskej karditidy, boréliovy lymfocytom,

neuroboreliéza. Doporucené lieCby pre jednotlivé symptémy su rozpisané v nasledujicich

tabul’kach.

Lymské karditida moZze byt lieCend perordlnymi alebo intravendéznymi antibiotikami

v zavislosti od zavaznosti. Niektori pacienti mozu potrebovat doCasny kardiostimulator.

Pacienti sa vo vSeobecnosti zotavia v priebehu 1 — 6 tyzdnov (Afari a kol., 2016).
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Tabulka ¢. 3: Lie¢ba lymskej karditidy v CR (Stanek a kol., 2012)

Vekova kategoria

Liek

Davkovanie

DiZka lie¢by

Dospely

Doxycyklin

100 mg, 2-krat
denne alebo 200 mg,
1-krat denne,
peroralne

10 — 14 dni

Amoxicilin

500 — 1000 mg, 3-
krat denne, peroralne

10 — 14 dni

Cefuroxim-axetil

500 mg, 2-krat
denne, peroralne

10 — 14 dni

Ceftriaxon

2 g, 1-krat denne,
intravendzne

14 — 28 dni

Cefotaxim

2 g, 3-krat denne,
intravendzne

14 — 28 dni

Deti

Doxycyklin

4 mg/kg, 1-krat
denne, perordlne

10 — 14 dni

Amoxicilin

50 mg/kg, 1-krat
denne, perordlne

10 — 14 dni

Cefuroxim-axetil

30 mg/kg, 1-krat
denne, perordlne

10 — 14 dni

Ceftriaxon

50 — 75 mg/kg, 1-
krat denne,
intravendzne

14 — 28 dni

Cefotaxim

150 — 200 mg/kg, 1-
krat denne,
intravendzne

14 — 28 dni
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Tabulka ¢. 4: Antibiotickd liecba LK v Spojenych Statoch americkych (Cunha a kol., 2018;

Costello.a kol., 2009)

Vekova kategoria Liek Davkovanie DiZka lie¢by
Dospely Doxycyklin 100 mg, 2-krat 14 — 21 dni
denne, oralne
Amoxicilin 500 mg, 3-krat 14 —21 dni
denne, oralne
Cefuroxim 500 mg, 2-krat 14 —21 dni
denne, oralne
Cefriatox 2 g, raz denne, 14 — 21 dni
intravendzne
Deti Doxycyklin 4,4 mg/kg denne, 14 —21 dni
rozdelenych do 2
davok, oralne
Amoxicilin 50 mg/kg denne, 14 —21 dni
rozdelenych do 3
davok, oralne
Cefuroxim 30 mg/kg denne, 14 —21 dni
rozdelenych do 2
davok, oralne
Cefriatox 50 — 75 mg/kg, raz 14 —21 dni
denne, intravendzne

Na lie¢bu NB je efektivny penicilin G a cefalosporiny v parentalnom rezime. Ceftriaxon
je uprednostiiovany, vd’aka tomu, Ze sa podava len 1-krat denne. Nevyhodou je jeho vedlajsi
ucinok, kedy sa v ZI¢niku vytvaraju malé krystaly, ktoré mézu mat’ za nasledok kolikovité

bolesti a naslednu cholecystitidu.
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Tabul’ka ¢. 5: Doporuéena lieba NB v Ceskej republike (Halperin a kol., 2007)

Vekova kategoria Liek Davkovanie Dizka lie¢by
Dospely Doxycyklin 100 mg, 2-krat 10 — 14 dni
denne alebo 200 mg,
1-krat denne,
peroralne

Cefriaxon 2 g, 1-krat denne, 14 — 28 dni

intravenozne
Cefotaxim 2 g, 3-krat denne, 14 — 28 dni

intravenozne
Benzylpenicilin 4 — 5 mil. IU po 4-6 14 — 28 dni

(penicilin G) hodinach,

intravendzne

Deti Doxycyklin 4 mg/kg, 1-krat 10 — 14 dni
denne, perordlne
Cefriaxon 50 — 75 mg/kg, 1- 14 — 28 dni
krat denne,

intravenozne

Cefotaxim 150 — 200 mg/kg, 1- 14 — 28 dni
krat denne,

intravendzne

Benzylpenicilin 200 — 400 tis. IU/kg, 14 — 28 dni
(penicilin G) denne, intravendzne
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Tabulka ¢. 6: Popis lie¢by boréliového lymfocytomu v CR (Stanek a kol., 2012)

Vekova kategdria Liek Davkovanie Dizka lie¢by
Dospely Fenoxymethylpenicilin | 1-1,5 mil. IU, 3-krat 10 — 14 dni
denne, perordlne
Cefuroxim-axetil 500 mg, 2-krat 10 — 14 dni
denne, perordlne
Azitromycin 1.deii: 500 mg, 5 dni
2-krat denne,
peroralne
2.-5. deni: 500 mg,
1-krat denne,
peroralne
Klaritromycin 500 mg, 2-krat 10 — 14 dni
denne, perordlne
Deti Fenoxymethylpenicilin | 80 — 100 tis. IU/kg, 10 — 14 dni
denne, perordlne
Cefuroxim-axetil 30 mg/kg, 1-krat 10 — 14 dni
denne, perordlne
Azitromycin 1.deni: 20 mg/kg, 1- 5 dni
krat denne,
peroralne
2.-5. deni: 10 mg/kg,
1-krat denne,
peroralne
Klaritromycin 15 mg/kg, 1-krat 10 — 14 dni
denne, perordlne

V 3. §tadiu ochorenia, ktory sa vyznacuje trvajucimi klinickymi prejavmi, sa vyskytuja
symptomy ACA alymska artritida. U takychto pacientov a u pacientov so zavaznymi
zakladnymi ochoreniami (autoimunné ochorenia, imunosupresivna terapia) sa niekedy

doporucuje lie¢bu predizit' z 21 ditoch na 28 dni.
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Tabulka ¢. 7: Lie¢ba ACA v Ceskej republike (Stanek a kol., 2012)

Vekova kategoria Liek Davkovanie Dizka lie¢by
Dospely Cefriaxon 2 g, 1-krat denne, 14 — 28 dni
intravenozne
Cefotaxim 2 g, 3-krat denne, 14 — 28 dni
intravenozne
Deti Cefriaxon 50 — 75 mg/kg, 1- 14 — 28 dni
krat denne,
intravendzne
Cefotaxim 150 — 200 mg/kg, 1- 14 — 28 dni
krat denne,
intravenozne

Tabulka &. 8: Lymska artritida a jej rozpis lie¢by v CR (Arvikar, Steere, 2015)

Vekova kategoria Liek Davkovanie Dizka lie¢by
Dospely Doxycyklin 100 mg, 2-krat 10 — 14 dni
denne, oralne
Amoxicilin 500 mg, 3-krat 10 — 14 dni
denne, oralne
Cefuroxim-axetil 500 mg, 2-krat 10 — 14 dni
denne, perordlne
Cefriaxon 2 g, 1-krat denne, 14 — 28 dni
intravendzne
Cefotaxim 2 g, 3-krat denne, 14 — 28 dni
intravendzne
Deti Doxycyklin 4,4 mg/kg denne, 10 — 14 dni
rozdelenych do 2
davok, oralne
Amoxicilin 50 mg/kg denne, 10 — 14 dni
rozdelenych do 3
davok, oralne
Cefuroxim-axetil 30 mg/kg, 1-krat 10 — 14 dni
denne, perordlne
Cefriaxon 50 — 75 mg/kg, 1- 14 — 28 dni
krat denne,
intravendzne
Cefotaxim 150 — 200 mg/kg, 1- | 14 — 28 dni
krat denne,
intravendzne
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Tabul'ka ¢. 9: Liecba lymskej artritidy v Spojenych Statoch americkych (Dattwyller a kol.,
2005, Tory a kol., 2010)

Vekova kategoria Liek Davkovanie DiZka lie¢by
Dospely Doxycyklin 100 mg, 2-krat 28 dni
denne, oralne
Amoxicilin 500 mg, 3-krat 28 dni
denne, oralne
Cefuroxim 500 mg, 2-krat 28 dni
denne, oralne
Cefriatox 2 g, denne, 14 — 28 dni
intravendzne
Deti Doxycyklin 4,4 mg/kg denne, 28 dni
rozdelenych do 2
davok, oralne
Amoxicilin 50 mg/kg denne, 28 dni
rozdelenych do 3
davok, oralne
Cefuroxim 30 mg/kg denne, 28 dni
rozdelenych do 2
davok, oralne
Cefriatox 50 — 75 mg/kg, raz 28 dni
denne, intravendzne

Z porovnani dizky lie¢by v USA a Ceskej republiky je patrné, Ze krat$ia doba podévania
antibiotik je u¢inkovo rovnaka ako dlhodobe;jsia liecba.

Terapeuticky efekt antibiotickej lieCby je hodnoteni klinickym zmiernenim symptomov
alebo vymiznutim prejavov LB. Neexistuje test, ktory by spolahlivo dokazoval vylieCenie
infekcie, pretoze koncentracia protilatok nie je hodnotenim parametrom uspesnosti liecby.
Signifikantny pokles protildtok je az o niekol’ko mesiacov, niekedy aj rokov. U neskorSich
foriem LB klesaju hladiny protilatok vel'mi pomaly a pretrvavaju aj po skonceni antibioticke;j
terapie (Marzec a kol., 2017).

U infekcii, pri ktorych neustupuju vsSetky klinické prejavy infekcie do konca
antibiotickej liecby, bolo dokazané, Ze ani prolongovana, ani opakovand antimikrobialna liecba

neprinasa ziadny pozitivny dodatocny efekt a nie je ani doporuc¢ovand (DeLong a kol., 2012).

31



2 LABORATORNA DIAGNOSTIKA

Zakladom k diagnostike LB st klinické priznaky, naj¢astejsie z nich EM (Branda a kol.,
2017). VeI'mi vyznamné pre diagnostiku je, ak si pacient paméta na predchadzajiice prisatie
kliest'a, pretoze toto unika Casto pozornosti. K dokazu Bb v organizme sa pouziva niekol’ko
metdd, ¢i uz priame alebo nepriame metddy (Marques a kol., 2015).

K zahéjeniu antibiotickej lie¢by je nutné zvazit’ klinické i laboratorne nalezy. Casty je
totiz vyskyt pacientov so Specifickymi protildtkami bez toho, aby mali nejaké prejavy ochorenia
alebo naopak, vyskyt pacientov bez protilatok, ktori maju klinické obtiaze (Coulter a kol.,
2005). Samostatny nalez protilatok by teda nemal byt indikaciou k nasadeniu antibiotickej

liecby. (Branda a kol., 2017).

2.1 Nepriame metody dokazu bakterialnej infekcie

Nepriame metody zistuji imunitni odpoved’ hostitela na imunologické agens.
Z nepriamych metdd sa vyuziva detekcia tvorby protilatok s vyuzitim metody ELISA
a nasledna metdda Western blot. Tieto metddy patria k vySetreniam sérologickym (Coulter
akol., 2005). V pokrocilejSich fazach sa pouziva vySetrenie likvoru pri podozreni na
neuroborelidzu, vySetrenie kibneho vzorku pri ochoreni kibov, ¢&i elektrokardiografické

vySetrenie pri podozreni na karditidu. (Marques, 2015).

2.1.1 Sérologické metody

Imunitny systém reaguje na pritomnost’ borélii tvorbou IgM a neskor tvorbou IgG, ale
nemusia sa nikdy vytvorit, ak sa upacienta zacne vCas vhodnd antimikrobidlna lieCba
(Schriefer, 2015). Hodnoty protilatok vysetrujeme metodami ELISA, Western blot a nepriama
fluorescencia. Tieto metody st zamerané na preukdzanie Specifickych protilatok IgM a IgG
v sére, alebo v inom biologickom materiali, ako je napriklad likvor a kibny punktt.

Ak sa infekcia nelieci, spirochéta sa moze $irit’ krvou z miesta uhryznutia do réznych
tkaniv. Bunkami aj protilatkami sa aktivuje imunita, ktord v tomto $tadiu zabija spirochéty
(Stanek a kol., 2012). Protildtkova odpoved’ imunoglobulinu M nastava za 3 az 6 tyzdiov, po
ktorej nasleduje silna IgG odpoved’. Laboratorne vysetrenie ma vyznam vykonat’ az po cca 4

tyzdnoch od prisatia.
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IgM moze reagovat’ aj s inymi antigénmi, ako su tie, ktoré si spojené s Bb, preto je test
na IgM menej Specificky ako test na IgG.

Akonadhle je pacient exponovany a dosiahne protilatkami sprostredkovanu odpoved’ na
spirochétu, protilatkovy filter moéze pretrvavat’ mesiace az roky, dokonca aj po uspesnej
antibiotickej lie¢be (Schriefer, 2015).

Napriek silnej sérii obrannych mechanizmov imunitného systému modze nelieCena
infekcia Bb pretrvavat, pretoze organizmus ma vela trikov, ako sa vyhnut' zniceniu. Mo6ze
znizit’ svoju expresiu Specifickych imunogénnych povrchovo exponovanych proteinov, zmenit’
svoje antigénne vlastnosti prostrednictvom rekombinacie aviazat sa na proteiny
extracelularnej matrice pacienta, aby sa ul'ahcilo d’alSie Sirenie (Stanek a kol., 2012).

Urcité hostitel'sko-genetické faktory tiez zohravaju ulohu v patogenéze lymskej
choroby, ako je alela HLA-DR4, ktora sa spéja s artritidou suvisiacou s lymskou boreliozou

odolnou vo¢i antibiotikam (Hu, 2016).

2.1.1.1 Metoda ELISA

ELISA je zndma ako EIA a je najpouZzivatelnejSim sérologickym testom. NajvacSou
vyhodou je jej nizka cena. SluZi k stanoveni hladiny Specifickych protilatok v triedach I1gG
a IgM. Metoda je zalozend na reakcii antigénu a Specifickej protilatky. Sandwichova ELISA
obsahuje pevnu fazu v podobe mikrotitracnej dosticky, na ktort st naviazané antigény. Po
pridani vzorku do jamiek dochddza k reakcii antigén-protilatka.

V tejto metode sa mézu pouzivat’ vzorky punktatu, séra a likvoru.

Princip testu

K vykonani testu potrebujeme mikrotitraéni dosticku s naviazanymi antigénmi
v jednotlivych jamkach, kam sa priddva vzorok od pacienta. Pokial’ m4 tento vzorok S$pecifické
protilatky, viazu sa na antigény a vytvaraju komplex antigén-protilatka. Na takto pripraveny
komplex sa nasledne naviaze pridand zvieracia protildtka proti l'udskému séru, ktord je
konjugovand s peroxidazou (viz Obrazok €. 5). Aktivita peroxiddzy sa prejavuje po pridani
substratu s TMB (tetramethylbenzidin). Pokial’ je tato reakcia pozitivna, komplex méa vd’aka
uvol'neniu TMB modru farbu. V zavere sa pridava zastavovaci roztok, ktory cely proces ukon¢i.
Kvoli zmene pH sa tak modra farba meni na farbu ZItd. Intenzita tohto zafarbenia sa meria
fotometrom pri vinovej dizke 450 nm a je imern4 koncentrécii $pecifickych protilatok IgG/IgM

vo vzorku.
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Ked’ sa stanovuje antiboreliova protilatka triedy IgG, vyuziva sa kombinacia antigénov
Borrelia burgdorferi s.1.: VISE, p83, p41i, p39, OspC apl7. V pripade testovania pomocou
IgM, pouzivaju sa antigény OspC, p41i a p39 (TEST LINE, navod diagnostického setu EIA
IgG, 2017; TEST LINE, navod diagnostického setu EIA IgM, 2017).

1 Capture antigens 2 Sample

L

3 Labeled HRP-conjugate 4 ) Substrate 1 produ
Obrazok ¢€.5: Princip ELISA metody (zdroj: https://www.abcam.com/borrelia-burgdorferi-igg-elisa-kit-
ab178635 . html#lb)

Vyhodnotenie vysledkov
Vysledky sér a likvoru sa hodnotia pomocou indexu pozitivity (IP), ktory vypocitame

delenim absorbancie testovaného vzorku priemernou absorbanciou Cut-off. Pokial’ je index
mensinez 0,9, potom je vysledok negativny. Hodnoty 0,9 — 1,1 su hrani¢né a test sa opakuje za
3 — 6 tyzdiov. V pripade, ze IP je vysSie nez 1,1 hovorime o pozitivnom vysledku (TEST LINE,
navod diagnostického setu EIA IgG, 2017; TEST LINE, navod diagnostického setu EIA IgM,
2017).

2.1.1.2 Metoda Western blot

Western blot sa pouziva ku konfirmacii vysledkov z metédy ELISA, ktora sluzi pre
screening. Dokdzeme stanovit’ protilatky proti jednotlivym antigénom, ato aj v malych
koncentraciach. Je to metdda nérocnejsia, ale v sucasnosti su dostupné aj komercné sustavy,

ktoré si menej naro¢nejsie, ale s financne narocnejsie.
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Princip testu

Principom je detekcia T'udskych protilatok IgM/IgG namierenym proti antigénom
borélie (viz Obrazok €. 6). Blotové stripy sa inkubuju spolo¢ne s pacientovymi vzorkami. Ak
sa vo vzorkoch nachéadzaju protilatky, dochadza k ich naviazani na antigény umiestnenych na
stripoch. Pre zvyraznenie pozitivnej reakcie sa pouziva enzymovy konjugat s anti-l'udskymi
IgG/IgM, ktory vyvola farebni zmenu pruhov (viz Obrazok ¢. 7) (EUROIMMUN, néavod
diagnostického setu IgM, 2017; EUROIMMUN, néavod diagnostického setu IgG, 2017).

Colourlezz
MBT/BCIP Colour reaction

AP-labelled
antibody

Antibody from
patient sample

Membrane

Obrazok ¢€.6: Princip imunoblotu (zdroj: https://www.euroimmun.com/products/techniques/immunoblot/)
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Obrazok ¢€.7: Stripy pouzivané pri metdode Western blot (zdroj: http://www.szu.cz/tema/prevence/diagnostika-

lymeske-borreliozy-v-nrl-1b)

Vyhodnotenie vysledkov
Vysledky sa hodnotia pomocou softwaru EUROLineScan. To, ze test bol uspesny,

pozname podla zafarbenych kontrolnych pruhov. Pokial’ je test negativny, test sa musi

zopakovat’ (EUROIMMUN, navod diagnostického setu IgM, 2017; EUROIMMUN, navod
diagnostického setu IgG, 2017).

2.1.1.3 Nepriama fluorescencia

Nepriama fluorescencia sa pouzivala ako prva metdda pri objaveni ochorenia lymske;j
borelidzy. Vyuziva reakcie protilatok s antigénom borélie (viz Obrazok ¢. 8). Metdéda mé nizsiu
senzitivitu, Specifiku a hodnoti sa subjektivne a prave preto sa v dnesnej dobe pouziva uz len

zriedka.
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Princip testu

Testuje sa zo vzorkov likvoru, kibneho punktitu a hlavne zkrvi. Nepriama
imunofluorescenia pozostava z dvoch krokov. Najskor st spirochéty zafixované na podlozné
sklicko a inkubované s l'udskym sérom, ktory je riedeny raz alebo viackrat. Pri detekcii sa
Pudské anti-B. burgdorferi protilatky viaZzu na spirochéty. Protilatka, ktord je urCena proti
P'udskému imunoglobulinu je znacena fluoresceinom. Po inkubdcii je tato sekundérna protilatka

vizualizovana vo fluorescencnom mikroskope.

Fluorophore

Secondary antibody
(anti-antibody)

Primary antibody

Antigen

Obrazok €. 8: Princip nepriamej imunofluorescencie (zdroj:

https://www.alamy.es/imagenes/inmunofluorescencia.html)

Vyhodnotenie vysledkov

V pripade pozitivneho vysledku protilatky znacené fluorescenénym farbivom vykazujt

zelené sfarbenie, v pripade negativity maju farbu erventi.

2.2 Priame metody dokazu bakterialnej infekcie

Tieto metddy su zaloZzené na dokaze pritomnosti povodcu v biologickom materialy.
Biologicky material vhodny k vySetreniu je napriklad krv, mo¢, likvor a kibny maz. Odber
takého vzorku musi byt vykonany prisnym aseptickym spdsobom. Z priamych metod sa
uplatiiuji metédy mikroskopické alebo kultivaéné, ktoré neposkytuju az taku citlivost. Ako
dovod oznacujeme nizku hustotu borélii v tkanivach. Na druhej strane kultivacné metody

vyzaduju pouzitie komplexného média a byva ¢asto netispesna.
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2.2.1 Kaultivacia borélii z klinickych vzorkov

Kultivacia borélii sa vyuziva prioritne pre vyskumné ucely, v klinickej praxi sa uziva
k potvrdeniu diagnézy. Pre kultivaciu sa pouzivaji vzorky koze, likvoru a synovialnej tekutiny
(Marquez, 2015).
Princip testu

Pre kultivaciu borélii sa vyuziva viacero pdd, napriklad: BSK-2, Sigma, EMEM
s pridanym zaja¢im alebo konskym sérom a vitaminmi. Na zaciatku je staticka faza, pri ktorej
dochadza k vel'kému narastu kolonii baktérii a tato faza trva 2 tyzdne (viz Obrazok ¢. 9).
Nasleduje kontinualna faza, kde sa namnozen¢ borélie presunti na novu podu a tento proces sa
opakuje kazdé styri dni. Presuny musia prebiehat’ za prisne sterilnych podmienok, aby nedoslo
ku kontaminécii. Pre rast borélii musime dodrzat teplotu, ktord by sa mala pohybovat
v rozmedzi 34 — 35 °C, pH 7,5 a oxidoreduk¢ny potencial 0,1 — 0,2. Kultivaciou dokazeme

pritomnost’ zivej borélie v tele pacienta (Oliver a kol., 2000).

Obrazok ¢.9: Kolonie Borrelie burgdorferi na kultivaénej miske (zdroj: https://slideplayer.com/slide/6626097/)

2.2.2 Elektronova mikroskopia

Elektronovym mikroskopom sa urcuje morfoldgia baktérie. Tym sa mysli jej stavba,
pocet bicikov a stavba bunkovej membrany (viz Obrazok ¢. 10).

Vysetrovanym materidlom su klieSte dodané krajskym hygienickym staniciam.
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Princip testu

Pouzivaju sa tenké rezy a bunkovy sediment, ktory sa ziskal centrifugaciou. Rezy sa
farbia 1% kyselinou fosfowolframovou alebo 8% uranylacetditom. Fixacia prebieha ako

u klasickych histologickych preparatov (Buhner, 2014).

Obrazok ¢.10: Helikalna forma Borrelie burgdorferi pozorovana na elektronovom mikroskope (zdroj:
https://www.solen.cz/pdfs/der/2008/05/07.pdf)

2.2.3 Dokaz bakteridlnej DNA metédou PCR

Polymerazova retazova reakcie — PCR je zalozena na opakovani troch teplotne
odlisnych krokov, behom nich je DNA namnoZend (Zajkowska a kol., 2008). Tato metddu je
najvhodnejsie praktikovat’ vo v¢asnej faze infekcie, kedy dochadza k prenosu baktérii po prisati
kliesta, az do doby, kedy sa objavia protilatky proti bakteridlnym antigénom. V tejto ranej faze
sluzi PCR metoda k potvrdeniu diagnozy, neskorSom moze zlepsit’ laboratornu diagnostiku. Pri
vykone metody je dblezity predovsetkym vyber materidlu, sposob odberu a typ metody PCR
(Maraspin a kol., 2011) .

Pozornost’ by sa mala venovat’ vhodnému spdsobu odberu sondy pre PCR. Rozhodujica
je kratka doba skladovania materidlu a optimalna teplota by sa mala pohybovat’ okolo 4°C.
Etanol, parafin, formalin sa pouzivaju ako fixacné ¢inidla. Pri opakovanom zmrazovani
arozmrazovani materidlu méze dochadzat’ k fragmentécii alebo k iplnej degradacii DNA,

preto je dolezité sa tomuto vyhybat’ (Aguero-Rosenfeld a kol., 2005).
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Kozna biopsia sa odobera z EM 1ézii len 3 dni po uhryznuti. Brettschneider a kol.
dokazali, ze detekovatel'nost’ B. burgdorferi pomocou PCR je vyssia v Cerstvo odobratych
l1éziach v porovnani s tkanivami, ktoré su uloZené v parafine alebo fixované vo formaline
(Kondrusik a kol., 2007).

Pozitivny vysledok PCR v kibovej tekutine pacientov s lymskou artritidou moze
potvrdit’ diagnézu a dokazuje pretrvavajicu infekciu.

Lumbalna punkcia je nevyhnutné pri podozreni na neuroboreliézu. Po odbere sa musi
asepticky cerebrospinalny mok vySetrit na produkciu intratekalnych protilatok. Pre nizky pocet
spirochét v moku a moznost degradacie genetického materidlu infekciu nevylucuje ani
negativna PCR (Maraspin a kol., 2011).

Najbeznejsi materidl k detekcii DNA sa javi krv, pretoze je knej lahky pristup.
Vysledky vySetrenia mézu negativne ovplyvnit inhibitory ako napriklad: heparin, etanol,
hemoglobin, ale tiez aj odber krvi. PCR testy z krvi su relevantné vo v€asnej fazy ochorenia,
ked’ sa spirochéty Siria z koze do organov (Zajkowska a kol., 2008).

Najjednoduchsim materidlom, ktory sa da pacientovi odobrat’ je mo¢. Kondrusik a kol.
preukazali nedostatok DNA B. burgdorferi vo vzorkach , preto sa v si¢asnosti moc¢ pre metddu
PCR z dovodu nizkej Specifity amplifikacie nevykonava (Maraspin a kol., 2011).

Pri detekeii sa proces extrakcie DNA, vyber primérov a reakéné podmienky nelisia od
Standardnych. V dnesnej dobe je najbeznejSie laboratorna metoda, ktord sluzi k detekcii borélii
je RealTime PCR. Od klasickej PCR sa lisi tym, ze vysledky sa vyhodnocuju az po skonceni
reakcie. Metdda umoziuje monitorovat’ prirastky DNA behom kazdého cyklu, vd’aka tomu je
analyza rychlejSia a jednoduchSia. Hranice detekcie borélii je pri tejto metode zhruba od 10
borélii (Opel a kol., 2010).

Princip testu

V metdde RealTime PCR sa pouzivaji dva primery a sonda s fluorescen¢nou znackou
(neSpecificky SYBR green alebo Specificky TagMan). K detekcii boréliovej DNA a internej
kontroly sa vyuzivaju znacené sondy. Ked’ sa vo vzorku nachddza spravny templat, v naSom
pripade boréliova DNA, dochddza k naviazaniu a uvolneniu primerov a sond. So stipajucim
mnozstvom DNA rastie aj poCet naviazanych sond. Vzorok po oziareni svetlom o urcitej
vinovej diZke emituje Ziarenie s inou vinovou dizkou, ktora je $pecificka pre kazda znacku.
Cim vadsie mnozstvo naamplifikovanej DNA, tym je sila fluorescencie vyssia. Vysledkom
metddy RealTime PCR je amplifikacnd krivka, ktora zndzornuje zavislost’ fluorescencie na

pocte cyklov, ktoré prebehli (Opel a kol., 2010).
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Vyhodnotenie vysledkov

U negativnych vzorkoch nedochadza k amplifikacii, preto mé krivka rovny priebeh na
urovni fluorescencného pozadia. U pozitivnych vzorkoch dochddza pri dostato¢nom
namnozeni amplikonu k prechodu krivky do exponencialnej fazy. Ta je obvykle medzi 25. az

35. cyklom (viz Obrazok €. 11) (Jones a kol., 2006).
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3 IMUNITNY SYSTEM A LYMSKA BORELIOZA

Imunitny systém patri k hlavnym mechanizmom organizmu. Tym, Ze imunitny systém
vie rozdelit’ Skodlivé od neskodlivého zaist'uje udrziavanie integrity organizmu. Vd’aka funkcii
rozpoznéavania Skodlivych latok ochrafiuje organizmus pred patogénmi. Imunitny systém ma
funkciu autotolerancie, ¢o znamend, ze rozpoznava vlastné tkaniva a udrzuje toleranciu voci
nim. M4 funkciu aj ako imunitny dohl'ad, vd’aka ktorému priebezne odstrafiuje z tela staré
a poskodené bunky. Imunitnd reakcia je vyvolana antigénmi a zabezpecuje ju vzdjomna
spolupraca prirodzeného a adaptivneho imunitného mechanizmu.

Bunkovu zlozku vrodenej imunity zabezpecujui predovsetkym bunky, ktoré su schopné
fagocytdzy. Patria sem granulocyty, monocyty, makrofagy a dentritické bunky. Rozpoznéavaju
a pohlcuju skodlivé latky, ktoré su zni¢ené enzymatickymi procesmi.

Humoralnu zlozku prirodzenej imunity predstavuji plazmatické bielkoviny. Z toho je
dolezity komplement, ktory pri aktivacii vedie k tvorbe Stepov s chemotaktickymi vlastnostami

a k tvorbe membranolytického komplexu.

3.1 Hlavné zlozky imunitného systému

Imunitny systém pozostava z mnohych casti, ktoré spolupracuju pri obrane tela pred
uto¢nikmi. Primarne Casti imunitného systému zahffiaju kostntl drent a tymus. Kostné dren je
mimoriadne ddlezitd pre imunitny systém, pretoze vSetky krvné bunky tela (vratane T a B
lymfocytov) pochadzaju z kostnej drene (Marshall, 2004). B-lymfocyty zostavaju v dreni
dozriet, zatial’ ¢o T-lymfocyty putuju do tymusu.

Tymus je dvojlalocnd Zl'aza umiestnend nad srdcom, za hrudnou kostou a medzi
plucami (Klinker, Lundy, 2012). Brzlik je aktivny len do puberty, potom sa pomaly zmensuje
a je nahradeny tukom a spojivovym tkanivom. Tymus je zodpovedny za produkciu hormoénu
tymozinu, ktory zase pomaha pri produkcii T-buniek (Wernersson, Pejler, 2014). Zatial' o
v tymuse sa T-bunky mnozia, ziskavaju rozne antigénne receptory a diferencuji sa na pomocné
T-bunky a cytotoxické T-bunky. Na povrchu T-buniek st exprimované rdzne proteiny
(napriklad CD4 a CD8). Tymus bude produkovat’ vSetky T-bunky, ktoré¢ jednotlivec potrebuje
do puberty (O’Leary a kol., 2006).

Po dozreni T a B lymfocytov v tymuse a kostnej dreni potom putuju do lymfatickym
uzlin a sleziny, kde zostanl, kym sa neaktivuje imunitny systém (Klinker, Lundy, 2012).

Lymfatické uzliny sa nachadzaji po celom tele. Slezina sa nachadza v l'avej hornej asti brucha,
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za zalidkom a pod branicou (Marshall, 2004). Hlavnou ulohou sleziny je filtracia krvi. Zdravé
cervené krvinky lahko prechddzaji cez slezinu, poSkodené cervené krvinky rozkladaju
makrofagy v slezine. Slezina sluzi ako skladovacia jednotka pre krvné dosticky a biele krvinky,
pomaha imunitnému systému identifikdciou mikroorganizmov, ktoré mozu sposobit’ infekciu
(Gurish, Austen, 2012).

Okrem lymfatickych uzlin a sleziny hraju délezitu ulohu v imunitnom systéme aj
lymfoidné tkanivd spojené so sliznicou (MALT) alymfoidné tkaniva spojené s ¢revami
(GALT), hoci sa povazuju za sucast’ lymfatického systému. MALT st lymfoidné tkaniva
nachadzajice sa v Castiach tela, kde je pritomna sliznica, ako su ¢reva, o€i, nos, koza a usta
(Jost, Altfeld, 2013). Obsahuju makrofagy a lymfocyty, ktoré brania patogénom, ktoré sa
pokusaji preniknat’ zvonku do tela. GALT su lymfoidné tkaniva nachadzajice sa v sliznici
a submukoze gastrointestindlneho traktu, mandliach, slepom creve a Peyerovych platoch
v tenkom Creve.

Mnohé bunky spolupracuju ako stucast’ vrodeného a adaptivneho imunitného systému.
Imunitné bunky nazyvame ako biele krvinky alebo leukocyty (Marshall, 2004).

Granulocyty si typom leukocytov, ktoré vo svojej cytoplazme obsahuju granuly
obsahujuce enzymy. Neutrofily, bazofily a eozinofily su typy granulocytov. Neutrofily sa
povazuju za prvych reagujicich na vrodeny imunitny systém (Wernersson, Pejler, 2014), .
Neutrofily a makrofagy cirkuluju v krvi a nachadzaji sa v tkanivach a sleduju potencialne
problémy. Obe bunky mézu pohltit’ baktérie a tiez komunikovat’ s inymi imunitnymi bunkami,
ak sa vyskytne problém (Rothenberg, Hogan, 2006).

Bunky adaptivneho imunitného systému, inak nazyvané imunitné efektorové bunky,
vykonévaju imunitna funkciu ako odpoved’ na stimul. Prirodzené zabijacské T-lymfocyty a B-
lymfocyty st prikladmi efektorovych buniek (Gurish, Austen, 2012). Napriklad aktivované T-
lymfocyty ni¢ia patogény prostrednictvom bunkami sprostredkovanej reakcie. Aktivované B-
bunky vylucuju protilatky, ktoré poméhaja pri nastartovani imunitnej odpovede. Efektorové
bunky sa podielaju na destrukcii rakoviny (Wernersson, Pejler, 2014).

Neefektorové bunky st bunky prezentujtice antigén (APC), ako su dentritické bunky, regulacné

T-bunky, makrofagy a supresorové bunky odvodené od myeloidu (Jost, Altfeld, 2013).

3.2 Vrodena a adaptivna imunitna odpoved’

Prvou liniou obrany proti vlastnym patogénom je vrodend alebo nespecificka imunitna

odpoved’. Vrodend imunitnd odpoved’ pozostava z fyzickej, chemickej a bunkovej obrany proti
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patogénom. Hlavnym ucelom vrodenej imunitnej odpovede je okamzite zabranit' Sireniu
a pohybu cudzich patogénov po tele (Janeway a kol., 2001).

Druha4 linia obrany proti vlastnym patogénom sa nazyva adaptivna imunitnd odpoved’.
Adaptivna imunita sa tiez oznacuje ako ziskana alebo Specifickd imunita a nachadza sa len
u stavovcov (Cruse a kol., 2004). Adaptivna imunitnd odpoved’ je Specificka pre prezentovany
patogén. Adaptivna imunitnd odpoved je urCend na Utok na iné nez vlastné patogény, ale
nickedy mdze robit’ chyby a zattocit’ sama na seba. Ked k tomu dojde, mézu sa vyvinat
autoimunitné ochorenia (Janeway a kol., 2001).

Charakteristickym znakom adaptivneho imunitného systému je klondlna expanzia
lymfocytov. Klondlna expanzia je rychly narast T a B lymfocytov z jednej alebo niekol’kych
buniek na miliony (Kurtz, 2005). Kazdy klon, ktory pochadza z povodného T alebo B
lymfocytu, ma rovnaky antigénovy receptor ako povodny a bojuje proti rovnakému patogénu.

Zatial’ ¢o prirodzena imunitna odpoved’ je okamzita, adaptivna imunitnd odpoved’ nie
je (Quintin a kol., 2014). Uginok adaptivnej imunitnej odpovede je vsak dlhodoby, vysoko
Specificky a je dlhodobo udrziavany pamétovymi T-bunkami.

V ramci adaptivneho imunitného systému existuju dva hlavné mechanizmy imunity —
humoralny a bunkovy (Janeway a kol., 2001).

Humoralna imunita sa tiez nazyva imunita sprostredkovana protildtkami. S pomocou
pomocnych T-buniek sa B-bunky diferencuju na plazmatické B-bunky, ktoré mézu produkovat’
protilatky proti Specifickému antigénu. Humoralny imunitny systém sa zaoberd antigénmi alebo
st mimo infikovanych buniek (Cruse a kol. 2004). Protilatky produkované B-bunkami sa budu
viazat’ na antigény, neutralizovat’ ich alebo spdsobovat’ Iyzu alebo fagocytozu.

Bunkové imunita sa vyskytuje vo vnutri infikovanych buniek a je sprostredkovana T-
lymfocytmi. Antigény patogénu st exprimované na bunkovom povrchu alebo na bunke
prezentujicej antigén (Quintin a kol., 2014). Pomocné T-bunky uvolnuju aktivovanym T-
bunkdm viazat’ sa na komplex MHC-antigén infikovanych buniek a diferencovat’ T-bunku na

cytotoxické. Infikovana bunka potom podlieha lyze (Kurtz, 2005).

3.3 Priebeh boréliovej infekcie

Pri cicani kliesSt’ porusi vrstvu epidermy, tym sa vytvori rana, ktoré sa naleje krvou, tzv.
feeding pool. Zo slinnych zliaz kliest uvolniuje molekuly, ktoré mu pomahaju pevne sa
prichytit’ pri cicani, tiez mu pomahaji pri samotnom sani a ochraiiuju ho pred napadnutim

imunitnym systémom hostitel’'a. Tento proces vrcholi silnou imunologickou odpoved’ou. Kliest’
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totizto aktivuje prirodzenu a Specifickt imunitnt reakciu. B. burgdorferi pouziva diferencialnu
génovu expresiu na prezitie v réznych prostrediach kliestového vektora a cicav€ieho hostitel'a
(Hovius a kol., 2007). Aj napriek antibiotickej lie¢be st schopné borélie prezivat’ v hostitel'ovi
aj niekol’ko rokov, vd’aka tomu, ze si vyvinuli ,,schopnost’,* ktora im umoziuje vyhybat’ sa, ¢i
obmedzit’ G¢inky IS.

Podstatnu llohu maju proteiny borélii, ktoré sa viazu na extracelularny matrix. Vd’aka
tejto vdzbe borélie prezivaju v pocCiatocnej faze infekcie a tiez im pomaha pri rozsireni do
organizmu. Su to napriklad proteiny DbpA a DbpB. Bielkoviny ErpA, P, C pomahaji pri
prestupovani endotelidrnej vrstvy a viazu sa na plasminogén. Vézba patogénov na plasminogén
umoziuje baktéridm poSkodit’ extracelularny matrix, a tym sa dostanu do krvného obehu.
Zaujimavost'ou borélii je aj to, Ze obmedzili mnozstvo zeleza, ktoré potrebuju pre rast
v hostitel'ovom organizme. To im pomaha pri obchadzani hranicného mnozstva zeleza, ktoré
je pre iné patogény velka prekazka. Tymto sa vyhnu napadnutiu hostitel'skym systémom, pre
ktory st enzymy obsahujuce Zelezo ciel'om (Brissette et al., 2009).

Po prisati kliest'a na hostitel’a stimuluju B. burgdorferi podnety z procesu odberu krvi
kliestom, ako je zvySenie teploty, dostupnost’ zivin, zmeny napitia kyslika a znizené pH
(Radolf a kol., 2012). Stredné ¢revo kliesta sa transformuje do stavu, v ktorom je pripravené
na infekciu cicavca (Samuels, 2011). Tato transformacia vyzaduje na urovni expresie génov
komplexnu regulacnu siet. Velky pocet génov, na ktoré su cielené RpoS a BosR, koduje
povrchové lipoproteiny a pdsobia spolocne, aby podporili adapticiu Bb na hostitel’a
prostrednictvom transkripénej aktivacie génov (Wang, 2013). Nahradenie OspA proteinom
OspC je rozhodujuce pre vznik skorej infekcie u cicavca (Radolf a kol., 2012).

Usadenie sa infekcie Bb v hostitelovi vyrazne napomdha kliest mechanickym aj
biochemickym spdsobom. Prienik kliesta do pokozky umoziuje prenos borélii hlboko do
dermis. Proteiny v slindch kliesta pomahaji borélii vyvolat' infekciu moduldciou aktivit
hostitel’a, ako je koagulacia, fibrinolyza a imunitnd odpoved (Hovius a kol., 2008). Jednym
z mechanizmov, ktorym OspC zvySuje bakteridlnu kolonizaciu cicavc¢ieho hostitel’a, je priamy
nabor kliestového slinného proteinu Salp15, molekuly s imunosupresivnymi vlastnostami, na
bakterialny povrch (Ramamoorthi, 2005). Po ulozeni v kozi sa Bb zvyc¢ajne lokalne mnozi
a potom sa §iri cez tkaniva a do krvného alebo lymfatického systému, ¢o ul'ahcuje migraciu na
vzdialené miesta. Pohyblivost’ a pril'navost k hostitel'skym molekuldm st kI'a¢om k tomu, aby
sa Bb pohybovala krvou a tkanivami a vyhybala sa imunitnym reakciam. Mutantné baktérie,
ktoré maji defekty v motilite alebo chemotaxii, sa nedokazu Sirit' a su rychlo odstranené

z miesta o¢kovania (Charon, 2012).
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Mnohé z cicav¢ich fazovo Specifickych povrchovych lipoproteinov mézu priamo
integrovat’ s hostitel'skymi makromolekulami, vratane plazminogénu, komplementovych
regulacnych proteinov a zloziek extraceluldrnej matrice, ako je fibronektin, kolagén, laminin
a glykozaminoglykany (Coburn a kol., 2013). Medzi tymito lipoproteinmi Bb existuje vysoky
stupen funk¢nej redundancie, €o st’azuje zistenie in vivo vyznamu kazdého proteinu. Vynimkou
je protein viazuci fibronektin BBK32, v ktorom su doménam viazucim fibronektin a GAG pri
interakcii Bb s vaskulatirou hostitel'a priradené jedine¢né a postupné ulohy (Moriarty, 2012).

Bb pouziva niekol’ko stratégii na obchadzanie vrodeného a adaptivneho imunitného
systému hostitel'a. Niekol'ko lipoproteinov borélie, ktoré si stihrne zname ako povrchové
proteiny, ziskavajuce regulatory komplementu sa mézu viazat’ na hostitel'sky faktor H, protein
podobny faktoru H a proteiny suvisiace s faktorom H (Kraiczy, Stevenson, 2013), ¢o zabranuje
usmrcovaniu baktérie in vitro. Po vzniku infekcie sa strata baktericidnych protilatok stava
rozhodujicim pre prezitie baktérii (de Taeye a kol., 2013). Na tento ucel meni Bb lipoproteiny,
ktoré st exprimované na jej vonkajSom povrchu, nahradenim OspC za VISE. Na zaklade
Strukturdlnych podobnosti OspC a VISE mozu tieto proteiny sluzit' podobnej fyziologickej
funkcii. Na rozdiel od OspC vsak VISE podlieha rozsiahlej antigénnej variacii, aby sa vyhla
imunitnej odpovedi hostitela (Kraiczy, Stevenson, 2013) . Mutanty, ktoré exprimuju
nepremennu VIsE, nie su schopné reinfikovat zvierata, ktoré boli predtym infikované Bb, zatial’

¢o baktérie, ktoré exprimuju variabilni VISE, m6zu (Rogovsky a kol., 2013).

3.4 Imunitna odpoved’ hostitel’a na borélie

3.4.1 Zapalova odpoved’

Bunky, ktoré st v epidermis a dermis, prichddzaji ako prvé do kontaktu s kliestom.
Tieto bunky vyluc¢uji mediatori, ktoré odStartuju imunitnt reakciu a sposobuju aj to, ze do
miesta cicania privolaju d’alSie bunky. Toto oznacujeme ako lokdlnu zépalovi odpoved’, za
ktoru st predovsetkym zodpovedné neutrofily. Neutrofily su v prvej obrannej linii prirodzene;j
imunity. Ich povinnostou je likvidacia Skodlivych mikroorganizmov, produkcia cytokinov
a chemoatraktantov, ktoré zodpovedaju za pritomnost’” d’alSich buniek pri ranej fazy infekcie
(Francischetti et al., 2009).

Napriek expresii CRASP a antigénnej variacii povrchovych lipoproteinov Bb, ktoré
umoziuju baktériam vyhybat’ sa imunitnej obrane hostitel'a je borélia rozpoznavané a zabijana

vrodenymi aj adaptivnymi imunitnymi odpoved’ami. Kedze Bb neprodukuje toxiny ani
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protedzy degradujice extracelularnu matricu, viacSina prejavov l'udskej lymskej boreliozy
v kazdom z troch §tadii ochorenia je vysledkom zapalu generovaného tymito imunitnymi
odpoved’ami.

V prvom $tadiu (u l'udi zndma ako erythema migrans) sa odoberaju biopsie pocas prvych
dni infekcie atie m6zu dokazovat’ papilarny dermalny edém a zmieSany infiltrat, ktory sa
sklada prevazne z T-buniek, neutrofilov, dendritickych buniek a monocyty alebo makrofagy
(Salazar, 2003). Expresia cytokinov je prevazne prozapalova a zahfiia zvysené hladiny tumor
nekrotizujuceho faktora (TNF), IL-2, IL-6 a interferénov typu I (IFN). Hladiny chemokinov,
ktoré pritahuju neutrofily, makrofagy a T-bunky su tiez zvySené v 1éziach EM (Miillegger,
2007). V stadiach na zvieratach aj na I'ud’och neutrofily, ktoré su vysoko ucinné pri zabijani
Bb, vyrazne chybaju, ked’ze vyrazka EM progreduje za poslednych 24 hodin, zatial’ ¢o T-
bunky, dentritické bunky a monocyty zostavaju (Xu a kol., 2007). EM sa v priebehu dni vyvija,
progreduje do hustych perivaskuldrnych a intersticidlnych infiltratov, ktoré pozostavaju
z lymfocytov, plazmatickych buniek a prilezitostne zirnych buniek. V takychto 1ézidch
mdzeme najst’ protizapalovy cytokin IL-10 a vysSie hladiny IL-10 su spojené s mensim poctom

systémovych symptémov LB (Sjowall, 2011).

3.4.2 Vznik symptomov lymskej boreliozy

Zda sa, ze velkéd cast’ pociato¢nej zapalovej reakcie hostitela je sprostredkovana
molekulovymi vzormi spojenymi s patogénom (PAMP) (Salazar, 2009), ktoré st detegované
receptormi na rozpoznavanie vzorov, ako su Toll-like receptory (TLR) a cytosolicky protein
viazuci oligomeriza¢ni doménu (NOD) (Shin a kol., 2008). Rozne TLR mézu rozpoznat’ rézne
PAMP Bb, vratane, ale nie vylucne lipoproteinov, bicika, RNA a miest CpG v DNA (Petzke
akol., 2009). Zda sa vsak, Zze odpovede na lipoproteiny borélie st hlavnym stimulom
sposobujucim indukciu hostitel'skych enzymov, ktorych vysledkom je travenie proteinov
extracelularnej matrice, ¢o umoziuje baktériam pohyb v tkanivach a uvol'fiovanie zapalovych
cytokinov, ¢o vedie k symptémom lymskej borelidzy (Shin a kol., 2008).

Vsetky postihnuté tkaniva vykazuju infiltraty mononuklearnych buniek, najma CD4+
a CD8+ T-bunky a vaskuldrne abnormality, ¢o naznaluje, Ze spirochéty sa nachadzali
v krvnych cievach alebo okolo nich (Steere akol.,, 2004). V tretom S$tadiu u pacientov
s lymskou artritidou odolnou voci antibiotikdm vykazuju hypertrofiu synovialnych buniek,

vaskuldrnu  proliferaciu  a niekedy  obliterativne = mikrovaskularne  1ézie, okrem
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mononukledrnych bunkovych infiltratov, ktoré primarne pozostavaji z CD4+ a CS8+ T-buniek

a makrofagov, Casto s velkym poctom plazmatickych buniek (Strle a kol., 2012).

3.4.3 Imunitné mechanizmy

V stadiach in vitro moézu fagocytujiice bunky, vratane makrofagov, monocytov,
neutrofilov, dendritickych buniek a mikroglii, i€inne zabijat’ borélie. Diacylglycerol glykolipid
vo vonkaj$ej membrane spirochétu moze priamo aktivovat invariantné NKT bunky, ktoré maju
dolezita ulohu pri kontrole infekcie a zvySovani fagocytozy (Kinjo a kol., 2006).

B-bunky st rozhodujiice pre kontrolu infekcie. V slezine produkuju B-bunky
marginalnej zony protilatky proti antigénom nezéavislym od T-buniek a st zdrojom protilatok
IgM specifickych pre Bb pocas prvého stadia ochorenia (Radolf a kol., 2012). Nasledny vyvoj
protilatok IgG Specifickych pre Bb koreluje so znizenim poctu spirochetadlnych buniek u mysi
a pasivne podavané protilatky IgG moézu zabranit’ vzniku infekcie na zvieracich modeloch.
Pravdepodobne v dosledku variability proteinov medzi kmenimi Bb je vela protilatok proti
Specifickym proteinom schopnych zabranit’ infekcii iba v ozogénnych kmenoch (Kinjo a kol.,
20006).

V priebehu niekol’kych tyzdnov az mesiacov dokdzu vrodené a adaptivne imunitné
mechanizmy znizit’ pocet baktérii tak, Ze aj bez antibiotickej lieCby systémové symptomy LB
ustupia (Radolf akol.,, 2012). Spirochéty moézu prezit v lokalizovanych vyklenkoch
u nelieCenych pacientov eSte niekolko rokov, ¢o moéze v niektorych pripadoch spdsobit
pretrvavajuce symptomy (Kinjo a kol., 2006). U l'udi vSak vsetky zapalové prejavy ochorenia,

mozno s vynimkou ACA, nakoniec vymiznu aj bez antibiotickej lieCby.

3.5 Historia vyvoja vakciny proti borélii burgdorferi

Vakcinécia alebo inak nazvané ockovanie je proces vpravenia vakciny do organizmu.
Hlavnym dévodom podania vakciny je vytvorenie imunitnej odpovedi. Pojmy ockovanie a
imunizécia sa vel'mi ¢asto zamiefiaju a pritom kazdé z nich znamend nieco iné. Ockovanie sa
rozumie ako proces vpravenia vakciny do organizmu. Vakciny aplikujeme najcastejsie do svalu
a do d’alSich miest ako napriklad pod kozu, do koze alebo na sliznicu. Pri aktivnej imunizacii
sa do organizmu dostane antigén, na ktory sa v imunitnom systéme ¢loveka vytvara imunitna
odpoved’. Prvé reakcie sa prejavuju vacsinou v mieste aplikacie. Priblizne po tyzdni dojde ku

komunikacii medzi uzlinou a slezinou pri d’alSej produkecii $pecifickej imunitnej odpovedi.
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Z toho vyplyva, ze nie kazdé ockovanie imunizuje. Pri pasivnej imunizacii sa do organizmu
vnasaji uz vytvorené homoldgne alebo heterologne protilatky. Ochrana proti infekcii trva len
po dobu pritomnosti protilatok, ktora najcastejsie trva 3 — 6 tyzdnov.

Poziadavkou pre vznik imunitnej odpovedi na okovanie je rozpoznanie antigénu. To
sa uskutocniuje pomocou buniek prezentujucich antigén (APC). K stimuldcii st potrebné aj
bunky prezentujuce antigén, ktoré vytesiiuju na svojom povrchu komplexy obsahujice
molekuly komplexu HLA II. triedy a antigénu. Bunky, ktoré st schopné po vytla¢eni molekul
aktivovat’ T-bunky st bunky dentritické. Tieto bunky su umiestnené v tkanivach, ktoré st na
rozhrani organizmu a okolného prostredia. Ich ulohou je vychytavanie antigénov pomocou
endocytdzy a pinocytézy. Po prvom kontakte s antigénom ich pocet stupa a migruju do
lymfatickych uzlin. Pocas tohto presunu navodzuju styk sligandami a chemokinmi.
V lymfatickej uzline sa menia na bunky, ktoré ovplyviiuja T-lymfocyty.

Existujt Styri signaly charakteristické imunologicka synapsiu. Signdl 0 vznika na APC,
kde su aktivované receptory PRR (pattern recognition receptors) nebezpe¢nymi vzormi PAMP
(pathogen-associated molecular patterns) veducich k dozrievaniu buniek. Signal I sa tvori, ked’
je lymfocytarny T-receptor aktivovany pri styku s komplexom HLA a naviazanym antigénnym
peptidom, ktory je na povrchu APC. Signal 1I je druhym stimulom vyzadovanym od lymfocytov
pre plnu aktivaciu proti antigénu. Signal je prenasany do jadra. Signal III je vytvarany
cytokinmi a sluzi k diferenciacii T- lymfocytu na Thl alebo Th2.

Hoci je na svete dostupnych niekol'ko vakcin proti lymskej boreliéze na pouzitie
u zvierat, l'udské vakciny zatial’ nie s dostupné (Topfer a kol., 2007). V 90. rokoch boli
vyvinuté 2 vakciny, ktoré boli zalozené na vonkajSom povrchovom proteine A (OspA) Bb
(Thanassi a Schoen, 2000). Podobné kompozicie boli testované aj na psoch aukézali, ze
ockovanie znizilo riziko LB, z toho vyplyva, Ze imunizicia je silnym intervenénym nastrojom.
Aj napriek tomu boli tieto vakciny stiahnuté z obehu. Jeden z hlavnych doévodov boli vysoké
naklady, potreba preockovania a obava, ze vakcina moéze spustit’ autoimunitnu artritidu
(Aronowitz, 2012). Napriek dopytu po vakcine proti lymskej borelidze a tomu, ze o¢kovanie je
nakladovo efektivne vo vysoko rizikovych oblastiach, farmaceutické spolo¢nosti sa nasledne
zdréhali testovat’ a uvadzat’ na trh vakciny pre I'udi (Poland, 2011).

Predmetom skiimania boli modifikované vakciny na baze OspA, iné vakciny na baze
spirochetalnych proteinov a nové stratégie podavania. Stidie fazy I a fazy II s modifikovanou
multivalentnou vakcinou (Schuijt a kol., 2011) na baze OspA, ktorej chybal epitop T-buniek,

o ktorom sa povodne predpokladalo, ze ma autoreaktivny potencial, potvrdili, ze ockovanie je
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bezpecné a ma za nasledok silné protilatkové reakcie. Zapojena farmaceuticka spolocnost’
v sucasnosti nepokracuje v d’alSom testovani tejto vakciny (Wressnigg, 2013).

Alternativnou vakcinacnou stratégiou na prevenciu LB a potencidlne inych chordb,
ktoré prenasa ten isty kliest’, by bolo ockovanie proti kliestovym proteinom (Topfer a kol.,
2007). Tento pristup je zaloZzeny na pozorovani, ze u niektorych laboratornych zvierat, sa pri
opakovanom infikovani klieStami vyvinie imunitnd odpoved’ proti klieStovym proteinom, ¢o
vedie k Ciastocnej ochrane proti Bb (Schuijt a kol., 2011). Na prenose Bb z kliest’a na hostitel'a
sa podiel’a viacero proteinov zo slin kliest'a a zacielene takychto proteinov o¢kovanim prinieslo
CiastoCny Uspech v experimentalnych podmienkach (Plotkin, 2016).

Mnohé kmene Bb sa udrziavaju v populaciach infikovanych mysi, kliestov a reakcie
hostitel'a na jeden kmen neochrani pred infekciou iného kmetu. Zistilo sa aj to, ze krv
séropozitivneho hostitela vyrazne oslabuje infekénost homoldégnych baktérii vo vektore
kliestov bez toho, aby ich zabila, ¢im sa predchddza superinfekcii aulahcuje prenos
heterolognych kmenov Bb (Bhatia, Hillman a kol, 2018).

Dalsia vhodna cesta k vytvoreniu novej vakciny bol povrchovy protein OspC, ktory bol
objaveny v roku 1992. OspC sa dlho povazoval za ,,kandidata“ na vakcinu proti LB. Protilatkou
sprostredkovana imunita vo¢i OspC mdze zabranit’ Sirenie homoldgnej Bb do hostitel'a pocas
ranej infekcie, no kvoli OspC diverzite je tito ochrana kmeniovo Specifickd. Dudlny vakcinaéni
antigén zlozeny z OspC a OspA bol schvéleny na prevenciu klinickych prejav u psov. Uginnost
OspC vakcin este nebola testovana na 'ud’och. Viazuci dekorin A (DbpA) a lipoprotein viazuci
fibronektin (BBK32) boli testované v kombindciadch obsahujucich jednu variantu OspC. Této
kombindcia sa ukéazala ako ¢iasto¢ne uc¢inna proti naockovanej Bb u mysi (Brown a kol, 2005).
OspC je u Bbsl polymorfny, takze jeho vyuzitie pre vakcinu, ktord by bola G¢inna vo viacerych
oblastiach je znacne problematické, pretoze by dokdzal vytvorit imunitu len proti kmenom,
ktoré by vykazovali rovnaky sérotyp (Ktfupka a kol., 2011).

V roku 1998 bola schvalend prva vakcina proti lymskej boreliéze v Spojenych Statoch
americkych. Vakcina pod ndzvom LYMErix bola na trhu dostupné len 4 roky a pre nizky predaj
bola v roku 2002 stiahnuté z predaja. Na europsky trh nebola tato vakcina uvedend z dévodu,
ze bola cielend proti B. Burgdorferi s.s., ktora sa v Eurdpe vyskytovala len malo a preto tato
vakcina by nebola dostatocne ucinna (Embers a kol., 2013). Kvdli variabilite povrchovych
proteinov borélii vyvoj vakciny stagnuje. Existovala este jedna vakcina podobna LYMErix-u
pod menom ImuLyme, ale nikdy sa nedostala na trh, pretoze jej vyrobca nezaziadal ani

o schvalenie (Ktupka a kol., 2008).
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Zivé mutantné vakciny sa ukédzali ako u¢inné pri imunizacii proti niekolkym
nakazlivym infekénym chorobam. U infekcie Bb mézu umysi vyvolat ¢iastoéni alebo
plnohodnotnt imunitu. Mutanty st G€innejSie ako usmrtené baktérie, ale nie su schopné
vyvolat’ infekciu v cicavcoch, preto je vel'mi nepravdepodobné pouZzitie tejto varianty na 'udsku
populéciu. Vyuzitie tychto vakcin je len na vyvoj zvieracich typov vakcin (Hanh a kol, 2016).

Za prelom vyvoja vakciny proti LB sa povazuje rok 2020, kde popredni vedci
z farmaceutickej firmy Sanofi v spolupraci s ceskymi odbornikmi z Parazitologického tstavu
Biologického centra AV CR testovali vakcinu, ktorej vyvoj nadvizuje na skor§iu americki
vakcinu (Kamp a kol., 2020). Vakcina sa testovala na eurépskom kliestovi Ixodes ricinus. Nova
vakcina nadvizuje na predchadzajicu americku vakcinu. V sucasnosti je zndmych 21 druhov
baktérii Borrelia (Sima, 2020). Maju rozne povrchové proteiny, ktoré sa menia, ked’ sa baktérie
presunu z kliesta do tela. Spolocnost’ Sanofi zlepsila Struktiru vakciny vytvorenim jadra
molekuly, na ktort sa mozu viazat’ rdzne povrchové proteiny OspA. Vd'aka tejto Struktira moze
imunitny systém rychlo rozpoznat’ cudzorodu latku v tele a vytvorit proti nej protilatky (Sima,
2020). U¢inkuje vel'mi rychlo a to hned’, ako prejdu borélie z kliesta na ¢loveka. Vakcina je
zamerana na vietky typy borélii. Analyza v laboratéridch Parazitologického tistavu BCAV CR
zaznamenala 100% ucinnost’ vakciny na kliesta Ixodes ricinus. Tim vyskumnikov testoval
latku na laboratérnych mysiach. Teraz sa to bude odvijat’ od farmaceutickej spoloc¢nosti, ¢i sa
rozhodne zainvestovat’ do klinickej $tadie skiiSania vakciny na l'ud’och. Nasledne by mohla byt

vakcina pripravena na trh (Kamp a kol., 2020).
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4 ZAVER

Cielom tejto prace bolo popisat’ reakciu imunitného systému pri ochoreniu lymskou
boreliézou. Lymskad borelidza je multisystémové ochorenie vyvolané baktériou Borrelia
burgdorferi s.l.. vektorom prenosu je kliest rodu Ixodes ricinus. Borélia je velmi dobre
adaptovana na vnutorné prostredie ¢loveka. Ma schopnost’ prezivat’ v tkanivach vd’aka tomu,
ze modifikuje povrchové antigény. Toto jej zaruCuje prezit' nepriaznivé obdobie. Po prieniku
do koze sa borélia rozsiruje do organizmu. M4 schopnost’ viazat’ sa na hostitel'ské enzymy a to
jej zarucuje prejst’ endotelom krvnych ciev. V skorej fAze ochorenia je mozné sa este spontanne
uzdravit’, no neliecena alebo neuspesna liecba infekcie moze viest’ k tomu, Ze sa borélia usadi
v niektorom organe a vyvola tak chronické stadium infekcie.

Doposial’ sa lymska borelioza lie¢i formou podévania antibiotik. Délezitu ulohu pri
vybere spravnej antibiotickej lieCby hra vek pacienta ajeho anamnéza. Bohuzial’, aj po
viacerych pokusoch z minulosti dnes eSte nemame ucinnu vakcinu, ktord by nas pred tymto
ochorenim dostato¢ne chrénila. Jej vyvoj totizto komplikuje variabilita povrchovych proteinov

borélie.
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