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1. UVOD

V Sirokém spektru infalnich onemocni jsou nemoci, se kterymi lidstvo bojuje jiz
celad staleti a stale se nédge dostat pod kontrolu, nemoci, které jiz bylynwceny a
konen¢ nemoci, které se objevuji jako nove. K poslednatativné novym onemoctnim
pati i lymeska borelibza, zndméa po doliicdti let. Res tuto kratkou dobu, jsou ziskané
informace z oblasti etiologie, patologie, klinickyobraz, diagnostiky i l1€by jiz velmi
bohaté(Farmakoterapeutické informace, 4/2006gkteré aspekty, aleistavaji stale nejasné a

problém vakcinace také dosud nebyte8en (Kupka, 2008).

Clovek jako druh, i jako jedinec, Zije doslova v fanikroorganisni, které nas
obklopuji vzemnim progdi a ve velkém mnoZstvi osidluji na8izk a sliznice. Bhem
svého Zivota se pak jedinec setkavd s mikroorganiskteré jsou pro & vyrazrgji
patogenni. Tyto mikroorganismy maji na svém povratukturu, schopnou vazby na
receptory na povrchu bek lidskych tkani. Echto mikroorganisri jsou fadow desitky.
Ktomu aby ¢lovék jako druh, i jako jedinec, tomuto vSuditpmnému tlaku sita
mikroorganisni odolal a aby feZil, musel si vytviit slozity systém zachovani integrity
organismu. Ktomuto systému, fatpovrchové struktury a komplexy nespecifické a

specifické imunity (Havlik, 1990).

Infekéni nemoc, jeetzec @&ju, ktery p&ina piinikem infelkéniho agens povrchovou
bariérou. Pokud neni agens paimku inaktivovano, zéne se mnozit a kdyz dosahne
v tkanich utitého p@&tu nebo mnoZstvi, vyvola reakci, ktera vede zpdavikleliminaci
infekéniho agens a k dpravfunkci a struktur napadeného makroorganismékdy vSak
proces zanecha trvalé nasledky neliejde do chronické formy, jindy vede ke vzniku

noskstvi ¢i konezné ke smrti nemocného (Havlik, 1990).



2. LITERARNI P REHLED

2.1. SPIROCHETY

Spirochéty jsou jednobgdné, spiralovik tvarované bakterie dosahujici délky az 500
um s rozliSujici anatomii a lokomoci (Bedret al., 1994, Johnson et al., 1984). MnoZi se
piicnym dlenim. BéZnymi bakteriologickymi technikami se nebarvi (Bédet al., 1984).
Spirochéty sdileji nasledujici morfologické vlastio (1) vicevrstevny wWjsSi plasg; (2)
protoplasmaticky valec, ktery se sklada z peptigaghové vrstvy, cytoplasmatické
membrany a uzaeného cytoplasmatického obsahu; (3) periplasmatiaki&y, které jsou
umiséné mezi vigjSim plas¢m a protoplasmatickym vélcem (Johnson et al., 1984)

Ré&d Spirochaetalege rozdlen do dvouceledi Spirochaetaceaa Leptospiraceaa
péti rodu Cristispira, Spirochaeta Treponema Borrelia, Leptospira(Paster et al., 1991;
Johnson et al., 1984). RodyeponemaBorrelia a Leptospiraobsahuji spirochéty vysoce
patogenni procloveka, zejménaTreponema pallidunjako pivodce syfilisu, Leptospira
interrogansjako pivodce leptospirdzy aékolik druhi patogennich borelii, népBorrelie
burgdrorferi sensu stricto B. burgdorferi s.s.) - pavodce Lymské borrelibzyBorrelie
recurrentisa Borrelie hermsii- pivodce navratné hotky (Bednd et al., 1994; Johnson et
al., 1984).

2. 2. RODBORRELIA
2.2.1. Obecna charakteristika

Spirochéty roduBorrelia jsou chemoorganotropni, mikroaerofilni, gramnegnti
bakterie. Vyznauji se tenkym, pravidetnspiralovi€ vyvinutym tvarem o rozgrech 4 — 30
um na délku a 0,18 — 0,328n v praméru (Bartingk, 2006; Johnson et al., 1984; Burgdorfer
et al., 1982). Buky spiralovit staiené, s pravidelnymi zavity vzdalenymi 4, jejichz
pocet je 4 — 15 (Bafinek, 2006) (Obr. 1).



Obr. 1: SpirochétyBorrelia Burgdorferi

(zdroj:https:/Irbssdiseases.wikispaces.com/Lymeeadsis).

Spirochéty se pohybuji rataim pohybem kolem své osy, nebo pohybem tréngia
a smrovanim (Bariinék, 2006; Johnson et al., 1984). Sroubovity pohyliimje pohyb
v mistech jejich népstjSiho vyskytu — ve vysoce viskdznim pi@sti mezibuscné hmoty.
Tento zmisob pohybu umaiije boreliim pekonat epitelialni bariéru a ro¥ni jinak vysoce
acinnou hematoencefalitickou bariériorelie jsou také schopné vstupovat do &in
nagiklad fibrioblasti, dendrickych bugk a makrofag a v nich pezivat (Kupka, 2008).
Pohyb umot#uji bi¢iky, kterych je 7 — 11 (Baihek, 2006). Béiky se skladaji zétyr slozek,
a to z vlakna, h#ku, krku a bazalniho disku (Barbo&rHayes, 1986). Biky se nachazeji
na obou koncich hiky na bazalnich discich, umis§ch v cytoplasmatické membranTa
se sklada zeiit vrstev, vnitni peptidoglykanové, s&dni lipopolysacharidové a &8i
lipoproteinové (Bainék, 2006; Johnson et al., 1984Borelie jsou schopny vyvinout
rychlost gesahujici 2mm/minutu @#pka, 2008).

Borelie mohou byt kultivovanén vitro v modifikovaném Barbour — Stonner — Kelly
(BSK) mediu (Johnson et al., 1984). Variace tohtetauitého media jsou¢hné pouzivany
pro kultivaci in vitro (Kurtti et al., 1987). Jednou ze sloZek Kelly’s mefe N —
acetylglucosamin, ktery pomahast a zfisobuje vySSi bufgtnou hustotu. Jiné amino cukry
nemohou tento cukr v mediu nahradit (Barb@umHayes, 1986). Optimalni teplota pro
kultivaci boreliein vitro je mezi 33 — 35°C. iPteplot 37 - 39°C rostou pomalu a fifo
dlouhé vlaknité formy. Genetai doba organismin vitro je 11 — 14 hodinipteplot 35°C,
in vivoneni znama (Bainh¢k, 2006; Johnson et al., 1984).



Spirochéty se dab barvi anilinovymi barvivy (Bedia1994) a Giemsa a Warthin —
Starry barvivy (Johnson et al.,, 1984). Nebarvengkpwnejsou viditelné ve stiém poli
mikroskopu, ale jsou viditelné v temném poli mikopu nebo ve fazovém — kontrastnim

mikroskopu (Johnson et al., 1984).

Diky své nekompletni metabolické vyliggou borelie pla zavislé na svém hostiteli.
Nejsou tak schopnyastu ve vijSim prostedi. Chybi jim enzymy pro syntézu aminokyselin,
mastnych kyselin a nukleofid které ziskavaji z hostitelského organismuufkka, 2008).
Vlivem nevhodnych podminek byla pozorovana tvorba ;- spiralnich® forem (Baihek,
2006; Broson and Broson, 1997jugpka, 2008). Tyto formy se sniZzenou metabolickou
aktivitou jsou i ptiznivych podminkach&tSinou schopny znovuobnoveni (reverse) ¥pin
metabolicky aktivni spiralni formu @pka, 2008).

2.2.2. Taxonomie

Spirochéty jsou jednou z maéla hlavnich bakterid@niskupin, jejiz prodni
fylogenetické vztahy jsou patrné na udrovni hrub@ofgpové charakteristiky. RoBorrelia
pafti do celedi SpirochaetaceaéPaster et al., 1991) a obvykle je ré=sh do dvou hlavnich
kategorii. Prvni kategorii t¥ddruhy borelii zfsobujici navratnou hotku (B. hermsii, B.
recurrenti§. Druh& kategorie twd komplexBorrelie burgdorferisensu latoB. burdorferi
s.l.) zpisobujici lymeskou boreliézu (LB) (Wang et al., 1R98. burgdorferi s.l. je
rozmanitd skupina celo&ové rozStenych spirochét a ma zakladni fenotypové

charakteristiky rodiorrelia (Johnson et al., 1984).

V sodasné dob je popsano 20 druahspirochét komplexuB. burgdorferis.l. po
celém s¥té. Pati mezi r¢ B. afzelii (Canica et al., 1993B. americana(Rudenko et al.,
2009b), B. andersonii(Marconi et al., 1995)B. bavariensis(Margos et al., 2009)B.
burgdorferi s.s.(Johnson et al., 1984B. bissettii(Postic et al., 1997)B. californiensis
(Postic et al., 2007B. carolinensi§Rudenko et al., 2009aB. finlandensigCasjens et al.,
2011), B. chilensis(lvanova et al.,2013)B. garinii (Baranton et al., 1992B. japonica
(Kawabata et al., 1993RB. kurtenbachi{Margos et al., 2010B. lusitaniae(LaFleche et al.,
1997), B. sinica (Masuzawa et al., 20)B. spielmanii(Richter et al, 2006)B. tanukii
(Fukunaga et al., 1996, turdi ( Fukunaga et al., 19963, valaisiana(Wang et al., 1997),
B. yangtze(Chu et al., 2008). Popisovani novych drutadale pokréuje, takze aktualni
pocet popsanych druhborelii neni pravépodobré kongny (Rudenko et al., 2011).



Tento komplex mizeme dale rozdit do tii skupin, podle patogeneze ptimvéka
jako pivodce LB. Do prvni skupiny pétdruhy patogenni pra@lovéka, B. afzelij B.
burgdorferis.s, B. garinii. PouzeB. burgdorferis.s. zfisobuje LB ve Spojenych statech a
v Evrop (Rudenko et al., 2011B. afzeliia B. garinii jsou povazované za druhy, které se
vyskytuji jen v Eurasii. Druhou skupinu tfaruhy borelii, které byly nalezeny ve vzorcich
¢loveka, ale nejsoudznym druhem borelii, které ho infikuji. Tidedy skupinu, ktera neni
standardni pro onemo&m u ¢lovéka. Jsou to druhy jako napB. bavariensisB. bissettij
B. kurtenbachiiB. lusitaniae, B. spielmana B. valaisiana.Do tieti skupinyfadime druhy
borelii, které nikdy nebyly nalezeny dlovéka, ani nebyly izolovany z lidskych vzdrk
K této skupig paki druhy nap., B. americana, B. andersoni, B. carolinensis, Blettsis, B.

sinica, B. tanukii, B. turdi, B. yangtze.
2.2.3. Zivotni cyklus

Pro epidemii borelii je wezity prenos prosednictvim ¢lenovail (Bendd et al.,
1994). Zivotnim cyklem skupiny spirochét, ispbujici LB, je dynamicka souhra mezi
bakterii, hostitelem aipnaséem. Hlavnim vektorem patogennich diuB. burgdorferis.l.,

u nas i ve sité je klis€ rodulxodes(Bartingk, 2006). Jedna selgodes ricinusv Evrog,
Ixodes persulcatusre vychodni Evrop a Asii, Ixodes scapularisa Ixodes pacificus

v Severni Americe (Margos et al., 2011).

Borelie rostou a vyviji se versig€ kliStéte a néni se pod vlivem okoli, kterym je
krev a lymfa hostitele (Baihek, 2006). Existuje vice nez 240 dfubbratlovd, ktei mohou
pusobit jako rezervodarovi hostitelé pro spirochétysgbujici LB, mezi & zahrnujeme mysi,
krysy, hraboSe, veverkyipmanky, hmyzoZzravce (rejsci, jezci), myvaly a maghtaich
druhi (Gern, 2008; Margos et al., 2011). Pokud do toliekzce zapadnéloveék, stava se

slepym¢lankem ve vyvoiji, ktery uz dale nepokuge.

Vyznamnou roli ve vyvoji spirochét hraje to, Ze na@ha vyvojova stadia kiiat, tj.
larvy a nymfy, mohou byt nositeli borelii. To ptlmvéka znamena, Zefigejich prisati mize
byt spirochéta fenesena nalovéka a stat se iftinou onemoc#ni boreliozou. Nymfy a
dosglci se @ilezitostre Zivi na lidech. Mal& velikost nymf jeit& ©€Zko odhalitelnymi, a tim
se zvySuje pravgbodobnost, Ze sani nymfy trva dostate dlouho pro penos infekce.
Spirochéty jsou iidka, pokud vbec enasené transovariglntakze larvy a nymfy jsou

velmi dilezité pro zachovani spirochét kinode (Tilly et al., 2008).



Klist¢ a obratlovec jako hostitel poskytuji kontrastniogtiedi pro bakterialni Gst.
Pozoruhodny je fakt, Ze obratlovci reguluji svoplééu mezi 37 — 42°C, zatimco kigta
svou teplotu mni v zavislosti na teplét okolniho progedi (Tilly et al., 2008). Délka
Zivotniho cyklu Kligat je zavisla na klimatickych faktorech a hostdie]ikolisa tedy mezi 2

s

— 6 lety. Na naSem Gzemi Ziji ki&a 2 roky.
2.2.4. Interakce borelie - kliS& — hostitel

VSichni znami pvodci lymeské boreliézy koluji mezi kti&ty (Arachnida, Acari
Ixodoidea) a Sirokym spektrem obratlév€savci, ptaci, plazi). Cirkulace spirochét je
modelem slozitého vztahu mezi hostitelenter@aSéem a bakterii. Ve volnéifgodé se
vyskytuje rozdil mezi specifitou a selektivitodiznych druli borelii k hostitaim.
Hostitelska specializace jdilézitym faktorem v geografickém roshi jednotlivych drut
borelii. Klis& se nenmiZe pohybovat samost&ma velké vzdalenosti. Je znamo, Zersi
spirochét LB je spojeno s pohybem hoslit@largos et al, 2011).

Existujici interakce zahrnuji vztahy — 1. patogddiste
2. patogen a hostitel
3. kli& a hostitel

V 1. piipact na sebe vzajemdnpasobi patogen a jeho vektorfifmz patogen
infikuje buiky nebo mezibukené prostory klite (stevo, hemocél, slinné zlazy), kde se
replikuje. Schopnost konkrétniho druhu &8 pisobit jako kompetentni vektor, zavisi na

tom, zda patogen dokazeepit a pekonat kkolik obranych bariér v klisti.

Ve 2. gipad patogen interaguje se svym hostitelem — obratloydeereho infikuje
a replikuje se extracelularnnebo v bikach. Nasledky nakazy zavisi na ,tropismu”
patogenu pro konkrétni bky, typy tkani hostitele, nebo misto infekce (hapervova tka,
klouby) a jeho ,patogenickém fenotypu“, a také n&uw genetické vybay a stavu

imunitniho systému hostitele.

Ve 3. @ipact je interakce mezi klistem a jeho hostitelem. Misto n@#k hostitele
kde se kligt prisalo, gedstavuje kZzovatku pro patogeny agkraieni, které pro spirochéty
neni vibec jednoduché. Tatdikovatka je obzvl&SruSna pro patogenygnasené klistem,
jelikoz sani krve kligtem je velmi slozity a po#mn¢é dlouhy a vysoce uspadany proces
(Nuttal & Labuda, 2004).



Sani tvrdych kligat je dlouhodoby proces. Larva se krmi po dobu53dni, nymfa
po dobu 4 — 7 dni a dodp klis& 7 — 11 did (www.avcr.cz, ziva 6/2007). Krev hostitele a
misto kousnuti ovlituje dobu krmeni (Comstedt, 2008)¢He@m sani se vyviji silna
odpowd hostitele, zahrnujici jak slozku hemostatickous{aaujici krev), tak zalivou.
Klisté¢ se tmto mechanistiim brani pomoci sekrece biologicky aktivnich latekstinnych
Z14z. Slinné Zlazy p#t v teéle klistte mezi nej¢tSi a hraji vyznamnou roli v U&ném
piijmu krve. Zarové jsou cestou i@nosu mnoha patogemo €la hostitele. Hjem potravy
(sani krve) ektoparatitje ztizen faktorem, Ze hostitel méinné mechanismy, jak zabranit
ztrat krve a tedy i naséti. Sliny ektoparéziabsahuji Sirokou Skélu biologicky aktivnich
latek, které umaluji obranné mechanismy hostitele obejit. VSechmhgkli¥at saji krev
svych hostital, ale jen 10% z celkového o ma schopnostipnaset patogenni organismy
— viry, bakterie, prvoky — n&lovéka. VSechny patogeny se do kiistdostanou dhem sani
na infikovaném hostiteli aipnasledujicim sani sergnasSeji skrze slinné Zlazy na dalSiho

hostitele (www.avcr.cz/ziva 6/2007).

V piirodé se oblasti s endemickym roiiim LB udrzuji progednictvim slozitych
interakci meziiznymi druhy kliat, rozmanitymi kmen. burgdorferis.l. a mnoha druhy
savad@, ptaki a plafi, na nichz se klf&ata krmi. Existuji dalSi druhy ktidt z komplexu
Ixodesstejre jako druhy nespadajici do komplekwdes o nichz je znamo, Ze mohou byt
piirozert nakazend aipnaseB. burgdorferis.l. mezi volg Zijicimi zviraty. Kratky vytet
téchto drulii zahrnujel. minor, I. affinis, I. dentatusl. spinipalpis Dermacentor variabilis
D. albipictus Amblyomma americanurh hexagonusl. trianguliceps I. uriae, I. turdus I.
tanukii, 1. ovatus | columnag I. nipponensisl. granulates I. monospinosyd. moschiferj
Haemaphysalis longicornigd. concinna H. bispinosa VétSina z nich obvykle neltd na
¢lovéka, ale slouzi jako ,udrzovaci“ vektory a wkiterych oblastech se zdaji byt
vyznammjSi v enzootickém cykluB. burgdorferis.l. nez ‘bridge’ vektory, ki€ se Zivi na

stejnych hostitelich a napadéidvéka (Rudenko et al., 2011).

Razné druhy borelie z komplex®8. burgdorferi s.I. jsou specifické kiznym
hostitelim. Je znamo, ZB. burgdorferis.s. ve Spojenych statech a v Eurasii byla isolava
ze Sirokého spektra hostiiel savd i ptaki, na rozdil odB. afzelij kterd v Eurasii byla
isolovana pedevsim z hlodavca B. garinii je specializovana naizné druhy ptak V
Japonsku je mnoho draihsav@ hostiteti B. japonica Za jediné hostiteld3. valaisiana
v Evrop jsou povazovani ptaci, nebae savé ani hlodavé dosud nebyly Zadné izolaB;.
valaisianakultivovany ani detekovany. Pouzékolik kmeni B. lusitaniaebylo izolovano z
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l. ricinus v jizni, stedni a vychodni Evr@p Je znamo, Ze jegky jsou zakldnimi hostitely
B. lusitaniae B. andersoniia B. bissettiiv Severni Americe maji pattrspecifické a uzké
spektrum hostitél, konkrétrg kralika vychodoamerickéhd&ylvilagus floridanusa kecka
piibytkového Neotoma fuscipg@gwWang et al., 1999).

2.2.5. Geografické roz&eni riznych druha borelii

Komplex B. burgdorferis.l. je fiznoroda skupina celo&ové rozStené bakterie.
Razné druhy komplexiB. burgdorferis.l. se¢asto vyskytuji pouze na ditém mist. Tak
dvanact druth z komplexuB. burgdorferis.l. jsou spojena s Eurasii. Do Eurasigipéuhy
B. afzelii, B. bavariensis, B. burgdorfexis, B. garinii, B. japonica, B. lusitaniae, B. sinica
B. spielmanii, B. tukanii, B. turdi, B. valaisianB, yangzteDalSich 7 drut je pfitomno
v Severni Americe, zde jsoufazeny druhyB. americana, B. andersonii, B. bissettii, B.
burgdorferis.s, B. californiensis, B.carolinensis, B. kurtenbadi@lark et al, 2013). Pouze
B. burgdorferis.s, B. bissettii, B. carolinensigsou gitomné ve Starém a Novém égy
(Rudenko et al., 2011). AZ do popsdhichilensisv roce 2013 nebyla na Uzemi Latinské
Ameriky zaznamenanaiipomnost borelie Novy druh z komplexuB. burgdorferis.l., B.
chilensisbyla popséna jako posledni po jejim objeveni JeCt8est drut z komplexuB.
burgdorferi s.I. bylo hlaSeno ve vzdaleném vychodnim Ruskusgskych zemi, jsou to
druhy B. japonica B. tanukij B. turdi, B yangtze,B. garinii a B. afzelii. B. japonicaB.
tanukii aB. turdijsou omezeny na Japonskdit®mnostB. burgdorferis.s. v Asii je sporny,
ackoli vétSina zprav prokazuje, 2. burgdorferis.s. je tam fitomna. Tak naipklad, dw
nedavné studie potvrzujtippmnost tohoto druhy borelie na pewhitiiny a Taiwanu (Wang
et al, 1999). Hpady LB na Jizni polokouli byly registrované v riiZAmerice (Chile,
Brazilie, Argentina, Kostarika), Africe (Maroko, fiigko) a v Australii (Wang et al, 1999).
V Jizni Americe se ndfklad nachazeji druhy jako j. carolinensis, B. californiensis, B.
chilensis a v Africe se nachazeji druhB. garinii, B. burgdorferis.s, B. lusitaniae

(www.lymebook.com)
2. 3.BORRELIA GARINII

B. garinii je pojmenovana po Charlesi Gariniimu, francouzskékaii, ktery roku
1922 popsal neurologické a koznifizmaky, které se vyskytovaly u paciénpo g@isati
klistéte (Baranton et al., 1992R. garinii zpisobuje LB v Evrop a Asii (Comstedt et al.,
2009). V Evrop B. garinii je na druhém mi&tpo B. afzelij jako pivodce LB a dominuje u

pacieni s neuroboreliozou. Tato borelie je nejvice neomoii, ze i druhi komplexu
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B. burgdorferis.l. a nemoc, kterou vyvola, zahrnujgpady meningopolyneuritis a vzacn
encephalomyelitis (Smith et al., 2006).

B. garinii je geneticky a antigegnnejvice heterogenni druh, mezi druhy borelie
zpasobujici LB. Utovanim s monoklonalnimi protilatkami specifickymirop vrgjsi
povrchovy protein A@spA bylo zjiS€no, ZeB. garinii predstavuje 5 z celkem 7 séroiyp
ospAnalezenych mezi druhy borelii tgpbujici LB (Comstedt et al., 2009. garinii byla
jako samostatny druh popsana v roce 198@pinou Dr. Barantona, pomoci porovnani
vzorka po restrikci genu pro rRNA, vzaikna proteinové elektroforéze a reaktivitou
s monoklonalnimi protilatkami mysi. Byl také staeovobsah G+C parv genomu, a to 27
az 28 mol% (Baranton et al., 1992).

Udaje ziskané v pibéhu poslednich deseti let vyzadujtepodnoceni jiz idve
ziskanych pedstav o LB ve Spojenych statech, zejména v zapadmijiznich oblastech
Severni Ameriky. Nedavné vysledky, zalozené nayaealzolafi borelie ziskanych z kifat,
ptaki a hlodavé z jihovychodu Spojenych statpotvrzuji gitomnost jiz dobe zavedenych
populaci fiznych druli borelii, kron¢ B. burgdorferis.s., a toB. andersonii B.bissettiia
také no¥ popsanych druhB. carlinensisB. americanaaBorrelia sp. now jiZzni ¢asti zeng
(Rudenko et al, 2011). Krafrtoho bylo zjiséno, Ze wkteré izolaty maji v sabsmes vice

druhi borelii, Wetns téch ,,evropskych®, jako je nafklad B. garinii (nepublikovana data).
2.3.1.Borrelia a ptaci

Ptéci hraji dlezitou roli v ekologii a epidemiologii u mnoha tiupatogeni infekénich
pro lidskou populaci. # migraci maji ptaci tendenci se shrorda¥at na mistech odpmku
a tim umoauji horizontalni penos patogen K dispozici jsouii mechanizmy v rozgbvani

patogefi, do kterych mohou byt zapojeni ptaci.

1. Biologi¢ti dopravci/nosi€i: Pro ré je typické, Ze pték je infikovan a patogen se
mnoZzi v ptaim tele. Neékteré z vice znamych patogerpro které ptaci slouzi jako
biologicti dopravci/nosii jsou West Nile virus, virus d¢ipky typu A, nalezeny
v n¢kterych ptacich v Evrap Vibrio cholerg také Campylobacter jejunia
Salmonella typhimuriunDva posledni druhy také dokazou infikovat vodu &ich

vykalu.



2. Mechaniéti dopravci/nosi¢i: Ptaci mohou slouZit jako ¥j$i a vnitni
dopravci/nosii, ale bez roz$éni patogenu. Ndjklad, spory hub ziznych druli,
zahrnujiciCandida albicans Aspergillus fumigatygako pivodce aspergilozy
(houbova infekce plic), se drzi natpeebo na jinycltastech pté&ho €la, timto

pouzivaji ptaky jako prostdek penosu.

3. Transportéry: Ptaci mohou slouzit jako transportéry infikovanyittoparazii.
Z medicinského pohledu jsou nélezitéjSimi ektoparazity klitata (xodesspp a
Argasspp). Napiklad virus klifové encefalitidy TBE (Tick — Borne Encepabhlitis
virus), byl nalezen v kli&tech krmicich se naznych druzich ptak(Comstedt,
2008).

Po dlouhou dobu byli ptaci, zejménatddu své vysoké&ltesné teploty vylogeni
ze seznamu moznych hostitglro spirochétys. burgdorferis.l. Je znamo, Ze jako
optimalni fistova teplota pro mnoho kmieborelie zgisobujici LB je teplota stanovena
mezi 33 — 35°C¢emuz ptaci nevyhovuiji, nebonaji ve srovnani sétSinou sava télni
teplotu zvySenou. Nicménna rozdil od jinych druly izolatyB. garinii vykazuji fist g
teplotach az do 41°C. Praygbdobr se jedna oivod, pr@ B. garinii je nefastjSim
druhem infikujicim ptaky v Evrapa Asii. Je mozné, Ze migrace piakize byt také
jednim z vys¥tleni, pra@ B. garinii je nejvice heterogenni ze vSech dosud studovanych
druhi borelii zpisobujicich LB (Comstedt et al., 2011). Pokud jdpivochéty LB, ptaci
funguji steji jako biologtti dopravci/genaséi infikovanych ptak a takeé jako

piepravci infikovanych kligat (Comstedt, 2008).

V piirodé B. garinii prirozere udrzuje maésky a pevninsky enzooticky cyklus, ktery v

prvni fack zahrnuje miské ptaky a ghovavé gvce. Tyto skupiny ptdkjsou spojovany s

odpovidajicimi kligaty: masti ptaci d. uriae a sthovavi ptaci 4. ricinus, |. scapularisal.
persulcatus(Comstedt et al., 2009; Smith et al., 2006; Mumafét al., 2012). Tyto

jmenované druhy klf&t mohou sat afpnaset infekci i ndlovéka. Pravdpodobré s migraci

mnoha drub ptéki pres velké vzdalenosti Uzce souvisi to, Ze izolBtygarinii byly

nalezeny jak na severni, tak i v jizni polokouli.

2.3.2.B. garinii a migraéni trasy ptaki

Migrace ptak zistava jednim z nejzajim&gich aspekt ptaiho swta. Dvakrat

rocné se miliardy ptak s€huji na velké vzdalenosti po celémeégyv (www.birdlife.org).
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Nekteri z nich jsou mist v cestovani na vzdalenost az tisice kilorgffritzsche, 2002).
Mnoho druli spolu migruje na ddk zavedenych trasach, znamych jako ,flyways”, tedy
migracni trasy. Obvykle se tyto trasy sledujepdzié ze severu na jih a spojuji hnizdist
v arktickych a mirnych oblastech s nechovnymi m{sghnizdisti) v mirnych a tropickych
oblastech. Nedavny vyzkum, ktery identifikoval otaRovych tras (viz obrdzek 2), ukézal,
Ze se ptaci shuji i z vychodu na zapad, jak ndm naane nagiklad zelend migrani trasa

(,East Atlantic Flyway").

Mississippi ——
Americas S e o e East.
flyway - - e i R

East Africa
West Asia

fi -
it East Asia

Australian
flyway

Obr. 2: Migracni trasy ptak.
(zdroj:http://www.birdlife.org/datazone/userfilegfsowb/flyways/4 _East Atlantic_Factsh)

.East Atlantic flyway" spojuje perusovany pruh arktickych hnizdjd GUseku z Kanady na
vychod k stedni Sibfi, se zimovi&m v zpadni Evrapa z4padni Africe. Kazdy podzim
obrovské mnozstvi arktickych migrantpredevsim vodnich pték se sléta ze zapadni
Evropy a z dalného severu. Ze zapadni polokoulengdig, Gronska, Islandu)fifgétaji
polarni ptaci, vetreé berneSky tmavéBranta bernicla hrot§ z Gronska - husy klocelé
(Anser albifrons flavirostrisa kElotita Sedého@enanthe oenanthe leucorfjo& vychodni
polokoule (Skandinavie, arktického Ruska a severadai Sibie) pilétaji euroasijské
ekvivalenty: berneSka tmavad.(b. bernicld, evropska husac¢hoceld @A. a. albifrons)a
skandinavsky druh dotita Sedého @. o. oenanthe Pro mnoho arktickych migraint
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zejména husy, kachny a labue zapadni Evropa koted destinace. Pro jiné je pouze
odrazovym nistkem ged cestou, ktera bude kv zimovisti v Africe (www.birdlife.org).

Ptati kolonie v Giznych zempisnych dtkdch mohou byt zanieny mnoha druhy
klistat a kli¥aka (Muzzafar et al., 2012). 8tovavi ptaci hraji @lezitou roli roznas&
klistat uvni¥ a mezi kontinenty (Olsén et al., 1995). Diky jejielativre dlouhé Zivotnosti a
skute&nosti, Ze mohou létat, pomahaji ptatiinezSiovani infekce po celém &¢ (Comstedt
et al.,, 2011). Migréni trasy ptak jsou rozmanité (Olsén et al., 1995)&t®tvavi ptaci
vyuZivaji nejiiznéjSich zastavek podél svych mignéch tras (Humair et al., 2002). ¥chto
mistech, kde se ptaci krmi a odp@ji, se kliata a jini ektoparaziti mohouipojit a
pozcji odpojit po geletu z trasy na jinou trasu, nebo gemistni v hnizdistich (Olsén et
al., 1995). Pr&v v téchto mistech se mohou infikovana Kt fisat na ptaky afedat jim
spirochéty Borrelia nebo naopak neinfikovana kié&g&a mohou ziskat borelie z jiz z

infikovanych ptak. (Humair et al., 2002).

Motsky infekéni cyklusB. garinii byl objeven tér¥ pred d¥ma desitkami let, kdy
Olsén s kolegy prokazali cirkulaci tohoto druhu rephét, mezi miskymi ptaky
prostednictvim kli¥at 1. uriae (Olsén et al., 1995; Smith et al., 2006j)itémnostB. garinii
byla dale zdokumentovana v ki&echl. uriae, parazitujicich na alkdchAlca tordg na
ostrowt Bonden ve Svédsku. Doda&mé autdi zjistili infekci v kozni biopsii z alek, a timto
poskytli rekteré z prvnich ikazi existence miského cyklu LB zahrnujiciho nigké ptaky a
klistatal. uriae. Nasledg byla B. garinii detekovéana v klf&techl. uriae krmicich se na
papuchalcich #dobradych Fratercula arcticg na Faerskych ostrovech, na alkounovi
obecném Cepphus grylle a bunatkovi Sedém Qceanodroma furcaja na Islandu
(Fritzsche, 2002).

Béhem poslednich deseti let byly egeny cetné studie o zjighi B. garinii v
moiskych ptacich a kli&techl. uriae v subarktické Eurasii (Comstedt et al., 2011), tikk
(Larsoo, 2007), u pdbZi Labradoru (Muzaffar et al.,, 2009), na Gullskya$trovech
Newfoundlandu (Baggs, 2011), st&jiako na atlantickém pabzi Severni Ameriky (Smith
et al, 2006; Bunikis et al., 1996).

Moftsti ptaci, kté travi wtSinu svého Zivota daleko na fomusi plodit na zemi.
Vzhledem k tomu, Ze se musi vyhnout predatgrsecasto mnozi na izolovanych ostrovech
nebo poloostrovech, které vedou k shlukovani stdigg, rekdy az miliori par v pribéhu
obdobi rozmnozZovani.rfomnost takového obrovského mnozstvi itk a jejich potomky
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je &kl4 citlivymi na zameeni klistétem|. uriae. Neni divu, Ze zantenil. uriae bylo zjiS€no

ve vice nez 50 druzich rfekych ptak na obou polokoulich (Fritszche, 2002)¢hBm

obdobi hnizéni parazitovani ptaci mohou sdilet spolé stanovist s tiznymi druhy kligat,

které mohou byt schopnégmaSetB. garinii tam a zpt mezi konénymi hostiteli. Krong

toho tyto shrom&zshi mohou vést k ,super — infekcim* a zvySeni zadw\infekce (Smith
et al., 2006).

V severni a jizni polokouli, jedkolik druhi ptaki, kteri jsou dileZiti pro roz&ieni
infikovanych kligat, a tim padem jsouakbZiti pro roz&ieni a peziti spirochéB. garinii.
Papuchalk a buak severni Ruffini puffin), se nagiklad pohybuji po celém gt&

v obrovskych smkach. Vyskytuji se na evropském kontinentalnimuSelfervenci a srpnu,
kdy miti na jihovychod. Mezi srpnem a prosincem tréas hlavie podél amerického
poliezi, mezi Rio de Janeiro na severu a Rio de laRiatjihu. V beznu a dubnu ptaci
opoustji sva hnizdidt na Falklandskych a dalSich ostrovech v jiznim itiku a mfi na
severozapad ips rovnik k vodam bohatym na ryby, k Newfoundlandiak se postugn
piesunou z§t pies severni Atlantik, kde jsaiasto vidni okolo Skotska, Islandu, Faerskych
ostroui, kde tradini lovecka sezdna papuchélkaiina na konctervence (Fritzsche, 2002).

v s

racka, kteri se vyskytuji na obou polokoulich. Kolonie mohowt lyyrazné ¢itajici az
tisicovky jedindé. V obdobi rozmnozovaniétsina racki, nagiklad racek chechtavyAfus
ridibundug, provadi migrani seéhovani. Pohybuje se paral&lk zengpisné Sice, aby se
vyhnul chladnému pmsi. Podél fitoku Horniho Ryna, ndfklad, dosahnou az na Upati
Svycarskych Alp, kde sB. garinii stala vysoce endemickou meznymi pozemnimi §vci.

Ti pak mohou git borelie na jiné hostitele, tim Ze se pravidesthuji k severni a jizni

Evrops, bud’ udolim Horniho Ryna, nebdimo pres Alpsky pismyk (Fritzsche, 2002).

Pritomnost B. garinii na jizni polokouli v tdanakovi patagonskémAfptetnodyles
patagonicu¥ a albatrosovéernobrvém Diomedea melanophiiz Campbellskych ostrévu
Nového Zélandu, stejnjako na Falklandskych ostrovecheédwi o rozSteni vyskytu tohoto

druhu borelie na obou polokoulich (Muzaffar et 2012).

Vroce 2012 skupinou Dr. Muzaffara byla zaznamengfitomnost B. garinii
v klistatechl. uriae na ostrovech Newfoundlandu a Labradoru v Kén@duzaffar et al.,
2012). Tyto ostrovy jsoutdeZitou oblasti pro rozmnoZovéani s&ych ptak. Moisti ptaci,

jako napiklad alka malaAlca tordg, béZzny alkoun tlustozobylria aalge a Uria lomvia),
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papuchalk Blobrady Eratercula arcticg a bun&ek dlouhokidly (Oceanodroma
leucorhog, vyuZivaji Sirokou Skalu biot@gpod skalnatych Gtéspo pongrné hluboké nory.
Klistata (. uriae) byla detekovana ve vSech stanovistich {ptdk ostrovech a jsou popsana,
jako jeden z hlavnich paraZitéchto mdskych ptak. Krom¢ ptaki, je tam zaznamenana
piitomnost rtkolika druhi hlodava jako, nap., hraboSe, lasice a norky. Z§igt B. garinii

v téchto oblastech fedstavuje prvni zaznam této spirochéty z kolonékiptv severnim
Atlantiku. Tim se prodluZzuje severni hranice vyskytatogenu ve vychodni Severni
Americe, coz mze byt disledkem globalniho oteplovani a jinych palejicich okolnosti
(Baggs et al., 2011).

2.3.3. Interakce mezi pevninskym a miskym infekénim cyklem

Nicmére na réjakou dobu byli m#sti ptaci povazovani pouze za potencionalniho
rezervoaroveho hostitele v globalnimébb borelie. PovaZzovalo se za fakt, Ze bakterie se
zachovavaji v tichém“ enzootickém cyklu v mskych ptacich ve svych hnizdistich
v Sirokych, ale nespojitych oblastech. Potenciapbjeni meéskeho cyklu B. garinii
s pevninskym cyklem a tedy moznyepos epidemiologie LB, bylo povazovano za
nemozné, kuli tomu, Ze tyto dva enzootické cykly jsou ob&aeograficky a ekologicky
odctlené. Strdn¢ feceno, aktuélni pohled nazhge 2 divody, pr& moisky infelkéni cyklus
bezprostedre neohrozuje lidi. Za prvé geograficka bariéra, jgdu kolonie meéskych ptak
¢asto nachazeny v pte¥nich oblastech nebo na ostrovech, kde je hubtistee populace
nizka. Riziko ziskani infekce je tedy velmi malé@a druhé, biologicka bariera,éehoz
vyplyva, Zel. uriae radji parazituje natznych mdskych ptacich, nez na savcickietre
lidi. Ztoho Ize vyvodit, Ze migky infekéni cyklus jen ovliviuje globalni rozgeni a

heterogenitu mezi kmer®. garinii (Comstedt et al., 2011).

Avsak v posledni dabse z&ina diskutovat o mozné interakci meanito cykly, a to
bud’ pomoci roz&eni z maskych ptak na jiné ptaky, nebo z ptalna savce. | kdyz nisky
infekéni cyklus je omezen nd@izné mdské ptaky a otaéend maoe, a klifatal. uriae se jen
zridkakdy nachéazeji mimo kolonie,ife spojeni s pevninskym infé&kim cyklem probihat
v ramci kolonii maskych ptak, kde vyhledavaji potravu hlodavci a odpaji jini ptaci
(Comstedt et al., 2011).

Mimoto vnitrni prenosB. garinii se mize vyskytovat v mistech, kde se olfar@aséi
(I. uriae al. scapularig vyskytuji vedle sebe. Smith s kolegy zjistili &ieni B. garinii v
klistéti I. uriae na ostro¢ Gull na vychodnim pdeZi poloostrova Avalon ostrova
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Newfoundlandu (Smith et al., 2006). Ve stejnychtetb byla nedavno objeven&tpmnost

|. scapularis Autofi nazn&uji, Ze objevenil. scapularis na poliezi Maine a dalSich
polieznich mistech, fize byt gikladem pgekryvii morskych a pevninskych genotyB.
garinii, bez ohledu na rozdil v ekologickém unaist Autaii dale uvadi, Ze vyznam tohoto
nalezu bude zaviset na pra&pddobnosti zderéni B. garinii do vznikajicich cyki
zahrnujicichl. scapularis.Existence v &kterych kolonii méskych ptak kontaktnich zén
hlodavd: a jinych savé s riznymi ptaky a kombinack uriae s relativié béZnym girodnim
pienaSéem, jako jel. ricinus nebol. scapularis mize poskytnout f&nos borelii mezi tyto

dva enzootické cykly.

Kazdopads, prekryti mezi pevninskym a nigkym infelcnim cyklem kmef B.
garinii, uz bylo ¢ast&n¢ potvrzeno analyzou sekvendiznych Usek genomu gkolika
druhi B. garinii. Tak na zaklatirekombingni analyzy éiznych alel bylo zjidino, Ze &které
moiské kmenyB. garinii jsou velice blizko fibuzné k pevninskym kmém. Sekvenéni
analyza 8 chromosomalnich a 2 plasmidovych fugegkpAandospQ ukazala: zaprveé na to,
Ze B. garinii, ktera cirkuluje v miském cyklu, je velice heterogenni, a zadruhé n&esmyi
ptivod maskych a pevninskych alel (Gébmez — Diaz et al., 2011

Krom¢ toho izolaty B. garinii s identickymi IGS (mezigenovymi useky) byly
nalezeny v obou Kkifatech . ricinus a I. uriae shromazdnych ze Svédskych ostrov
Norrbyskar a Bonden, vzdalenych od sebe 25 km (@mihst al., 2011), cozZ také potvrzuje
piekryti obou cyki.

Pro dalSi pochopeni vztalmezi mdskym a pevninskym enzootickym cykleBn
garinii byla pozorovana geneticka variabilita km@nho druhu, v prvnfad v klistatechl.
ricinus a |. uriae sesbiranych v subarktické Eurasii. Bylo zji&t, Ze kB. garinii v této
zenepisné oblasti pat dvé casténé se pekryvajici populaceB. garinii s odliSnou

genetickou variabilitou (Comstedt et al., 2009).

Zawrem mizemerfict, Ze prokazana vy¢na kmeri B. garinii mezi pevninskym a
morskym infel¢nim cyklem niize swdcit o rozStovani tohoto druhu borelie na mista, kde
dosud nikdy nebyla nalezena a Ze naleBergarinii mimo Evropu a Asii bylo jen otdzkou

casu a snahy.
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3. CiL PRACE

1. Literarni studie k problematice globalni disticeB. garinii.
2. Pouziti metody kultivace borelie na tvrdé@pa jejich rozdleni na jednotlivé klony.
3. Charakterizace jednotlivych kidbpomoci molekularnich technik.

4. Interpretace vysléda zkuSenosti se zvolenymi metodami.
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4. MATERIAL A METODY

4. 1. MATERIAL A CHEMIKALIE

4.1.1 Pouzité chemikalie a kity

Tab. 2: Seznam pouzitych chemikalii aikit

Kultivace

BSK — Il medium

kompletni BSK — II
medium + 6% kradii sérum

Persteril - roztok kyseliny peroxyoctove, peroxidu
vodiku a kyseliny octové (Acidum peraceticum)

0,5 % roztok

lzolace DNA

Kit na izolace genomové DNA

DNeasy® Blood & Tissue
Kit (250), (Qiagen)

Kit na purifikace PCR produit(kolony)

Centrifugal Filter Units
DNA extraction form
agarose (Millipore)

PCR

PCR 2x Master Mix

Taq DNA polymeraza
[dopIréno reaknim pufrem
(pH 8.5)] 40@M dATP,
400uM dGTP,
400uM dCTP, 40QM
dTTP, 3mM MgCI2
(Promega)

DNA Elektroforéza

50x TAE pufr

200mM Tris-HCI, 50mM
EDTA

Agar6za

0,8 — 2 % agardza (Serva
pro DNA ELFO v 1XTAE
pufru

6Xx 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)

PCR Marker

Gene Ruller 100 bp Plus
DNA Ladder

(Thermo Scientific)
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4.1.2. Pouzité zézeni

Tab. 3: Seznam pouzitychizzeni.

Zarizeni Typ
Centrifugy Centrifuga 5415 C (Eppendorf)
Centrifuga 5415D (Eppendorf)
Centrifuga 1415 R (Eppendorf)
Centrifuga Universal 32 R (Hettlich
zentrifugen)
Elektroforéza SHUG6 (Sigma Aldrich)
OVL EasycastM B2 (Thermo scientific)
Mikroskop s temnym polem Leica DM 1000 LED (Leica)
PCR cycler Mastercyclepersonal(Eppendorf)
Zahvivad Thermomixer (Eppendorf)
Petroff - Hausserova pditaci komirka hloubka: 0,02 mm, Hausser Scientific, PA,
USA
Fotosystém na foceni gél Kodak
Flow box Gelaire
Box pro péstovani borelie na pevné fidé BD GasPaK" EZ
PCR box DNA/RNA UV cleaner UVC/T-M-AR
(Biosan)
Vortex Heidolph REAX top

4.2. METODY

4.2.1. Kiprava tekutého media BSK — II

Priprava byla provatha podle protokolu Dr. P. Rosa (USA). Seznam pgolzit
slozek pro vyrobu 1 litru media je zobrazen v tabul. Prvniif slouteniny ze seznamu
byly v paticném mnoZstvi ponechany za stalého michani v 80Qoaly na magnetickém
michadle, dokud se tyto sl&eniny nerozpustily. Poté bylyridany ostatni slozky uvedené
v tabulce 4 a nasledibyl cely roztok pipraven i stalém michani. Zelatina byla rozpirs
v horké vo@ a pidana k ostatnim slozkam. Po rozgn$tvSech slozek bylo pH dovedeno
do 7,6 pomoci NaOH. Po Zati na 55°C byl roztokigfiltrovan ges 0,22um filtr. Filtrace
probihala ve sterilnim boxu, aby nedoSlo ke kontatii Refiltrovany roztok byl poté i
sterilnich podminkach rozkkén do zkumavek po 50 ml a do kazdé zkumavky byiggny 3

ml kraliciho séra. Medium bylo uloZzeno do mrazaku na — 20°C.
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Tab. 4: SloZzky pro vyrobu BSK — 1.

Slozky MnoZstvi na 1000 mi[g]
10 x CMRL 9,7
Neopentane 5
Yeastolate 50
Hepes acid 2
Glucose 6
Sodium pyruvate 0,8
Sodium citrate 0,7
N — acetyl glucosamine 0,4
Sodium bicerbonate 2,2
Gelatina 10

4.2.2. Kultivace spirochét v tekutém mediu

Kultivace spirochét probihalo v kompletnim BSK —niediu ve sterilnim pros&di.
Do 15 ml zkumavky s 10 ml BSK — Il media byléigano 1 — 2 ml kultury borelie ze
zmrazeného zasobniho roztoku izolatu. Kultura hipleubovana fi 34°C. V pfibéhu
inkubace byla kultura pravidairkontrolovana pod mikroskopem temného pole. Poioda
poZzadované hustoty spirochét v nekontaminovanydtuiéeh na 10 bursk/ml, byly tyto

kultury vhodné pro dalSi pouzivani v experimentech.
4.2.3. Mikroskopovani spirochét v temném poli a pitani spirochét

Béhem kultivace borelii v tekutém mediu, byly kultypyibézné kontrolovany pod
mikroskopem temného pole. Kontrolami byl sledovamist, stav borelii &istota kultury.
Koncentrace kultur byla sledovana poktdenim 10 x 40 a byla stanovenacip@nim
jednotlivych spirochét pomoci Petroff — Hausseropgitaci komirky. K uréeni
koncentrace, byl sgitan pamerny paset borelii v 5 ¥étSichctvercich Petroff — Hausserovy
positaci komirky. Dand koncentrace se sftala pomoci vzorce A x 1,25 x 9kde A je

pramérny paiet borelii v 5¢tvercich konfirky.
4.2.4. Riprava tekutého media 1,5 x BSK (pro pevnou pidu)

Priprava byla provatha podle protokolu Dr. P. Rosa (USA). Do 400 miliQivody
bylo pridano 34,7 g BSA. Naslednbyla tato sms jemré michana na magnetickém
michadle, dokud se zcela nerozpustila. Poté bfiapy zbyvajici slozky uvedené v tabulce
5. K dovedeni pH do7,5 bylo pouzito NaOH. Objem diyplren milliQ do 500 ml. Medium

bylo prefiltrovano ges 0,22um sterilni membranu a bylo da@jnpifidano 20 ml krakiiho
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séra. B sterilnich podminkach bylo medium r@teho do patebnych objem a uskladano
pfi — 20°C.

Tab. 5: Slozky pro vyrobu 1,5 x BSK

Slozky Mnozstvi na 500 mi[g]
BSA (Millipore Probumin 81-033) 34,7
Neopeptone (BD 211681) 3,45
Hepes acid (Calbiochem 391338) 4,15
Glucose (Sigma C — 7021) 3,45
Sodium citrate (Sigma C — 7254) 0,5
Sodium pyruvat (Sigma P — 5280) 0,55
N — acetyl glukosamine (Sigma A — 3286) 0,3
Sodium bicarbonate (Sigma S- 3817) 3,2
Yeastolate (BD 255772) 1,75
10 x CMRL powder (US Biological C5900 - b) 6,35

4.2.5. Kultivace spirochét na pevné pdé

B. burgdorferis.l. je WtSinou @stovana v tekuté tple, ale jsou znamé metody

podporujici @ist kolonii na pevnétul. V naSich experimentech pro kultivaci na pevadeép
byly pouzity takto ngedné kultury: 1000 borelii/ml, 500 borelii/ml, 200 reti/ml a 100

borelii/ ml.

4.2.5.1. Kultivace spirochét na pevnép v bodech

1.

100 ml horké 1,7% agardzy rozpirsé ve vod, bylo smichano se 150 ml 1,5x
BSK" rozeltatého ve vodni laznifp55°C.

Ziskany roztok byl rozglen do Petriho misek po 10 ml a media nechana
ztuhnout, zbytek media s agardzou byl udrzovanogmilazni pi 55°C.

Do 45 ml zkumavek bylo odpipetovano 40 ml mediachané s agarézou a
nasled@ do nich byla pdana kultura borelii (1 ml), fiaedkna podle
pozadovaneho [gtu.

Na diive gripravené Petriho misky (2 misky pro kaz@ékni) bylo gidano 20 ml
piipraveného media i@dre naednou kulturou a ponechano 5 — 10 minut
zatuhnout.

Takovym zgisobem pipravené misky byly uloZeny do boxu (BD GasPAEZ)

s 2,5% obsahem G@ ponechanéist fi teplot 34°C po dobu &kolika tydni.
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6. Po 3- 4 tydnech byly jednotlivé kolonie pipetatepeseny do 2 ml tekutého BSK
— II media. Kultury rostly f teplo€ 34°C. Rist spirochét byl pibézne
kontrolovan pod mikroskopem temného pole.

7. Po 1 — 2 tydnech se z narostlé kultury odebralolpml do kriozkumavky a
uschovalo se na - 80°C.

8. Zbyly 1 ml se doplnil BSK — Il a uschovaliipteplot 34°C pro dalSi

experimenty.
4.2.6. Isolace genomové DNA

Narostlé kultury byly centrifugovanétip4°C po dobu 15 minut ip maximalni
rychlosti. Supernatant byl velmi opatrodebran a inaktivovan v 0,5% roztoku pertersilu.
Ziskané biiky byly zamrazeny i — 20°C nebo ihned pouzity pro dalSi experimemt P
izolaci genomové DNA byl pouzivan kit DNeasy® Blo&dTissue Kit (250), (Qiagen).
Izolace byla provedena striktrpodle protokolu od vyrobcporotokol Purification of Total

DNA from Gram — Negative Bacteria, (Spin — Coluinn)

4.2.6.1. PCR (Polymerase chain Reaction)

Izolovana DNA byla zkontrolovana metodou PCR. PE&kce se provéty ve dvou
etapach. Prvni etapa byla provedena s pouZzitimostuspecifickych primar k ukeni
jednotlivych druli borelii v narostlych kulturach. Cel&iprava vzork pro PCR reakci
probihala v boxu na ledu, kr@npriddni DNA, to bylo vZzdy idano mimo box na ledu na
pracovnim stole. Pro &eni jednotlivych drutn borelii byly pouzity primery Gl prd.
burgdorferi sensu stricto (PCR produkt 543 bp), GlI @ogarinii (PCR produkt 344 bp),
GlII pro B. afzelii(PCR produkt 189 bp) (Damaerschalck et al., 1995).

Celkovy objem readni snesi kazdé reakce byl 2Qul a reakce probihala v 0,2l
tenkosénnych zkumavkach.

Priprava reaéni snesi (20ul):

10x PCR pufr.....ccovvvvveveenen 4l
25mM MgChb..........oocoeeen 2
1I0MM dANTPS ..o, 1l

Tag DNA polymeraza (Promega)......QJ5
1mM Primer forward....................l
1mM Primer reverse..............c...... Al
Templat (DNA).....c.ooviiiiiiie e, 1-2ug



Voda.............. odvozena od mnozstvi templatu

10x PCR pufr, 25mM MgCI2, 10mM dNTPs a Tag DNA puobraza byly nahrazené 2x

PCR Master mix od Promega.

Ke kazdé reakci bylarglana pozitivni a negativni kontrola. Pro pozitikontrolu byla jako
templat pouzita astena DNA znamych kmeénborelii. Pro negativni kontrolu v reakci jako

templéat byla pouzita deionozovana voda.

Vzorky byly dostatené promichany. Amplifikni reakce probihala \fistroji Master cycler
personal (Eppendorf).

Tabulka 6 obsahuje sekvence pouzitych dréhaspecifickych primat.

Tab. 6: Rehled pouzitych druhavspecifickych primet Gl, GllI, GlII.

Nazev | Teplota Sekvence 5— 3 Specifita | Citace
primeru | nasedani primeru
GIR 50°C TTACAGTAATTGTTAAAGTTGAAGTGCC B. o)
burgdorferi| %
GIF 50°C | AACAAAGACGGCAAGTACGATCTAATT B. RS
burgdorferi| 3 S
GlIR 50°C GTAACTTTCAATGTTGTTTTGCC B. garinii g T
Gl F 50°C TGATAAAAAC AACGGTTCTG GAAC B.garinii | € ©®
GllIR 50°C TAAAGACAAAACATCAACAGATGAAAG B. afzelii 8
Gl F 50°C TTCCAATGTTACTTTATCATTAGCTAC | B. afzelii

Podminky pro amplifikéni reakci pro Gl, Gll, GllI:

1. Paateeni denaturace................. 95°C..ciiiiiinnnn, 5minut
2. Denaturace DNA...................e. 95°C..ciiiiiiinnnn. Iminuta
3. Nasedani primér(annealing)...... 55°C..ccciiiiinnnn. 30 sekund
4. Elongace (extension)................. 72°C................1minuta
5. Zawretna elongace.................. 72°C................5 minut
6. Teplota po skoteni reakce.......... 4°C..ii e od

Kroky 2 — 4 byly zopakovéany 30 krét.

Druh& etapa PCR reakce byla provedena na vzongioichz s pouzitim primeru Gll byla
potvrzend fitomnostB. garinii.

B. garinii v kulture byla dale analyzovana pomoci PCR amplifikaceuZition primefi pro
flagellin, ospA ospC a primefi pro ,housekeeping” genyclpA, cplX, nifS, pepX pyrG,
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recG, rplB auvrA) (Tab. 7). V pipad ,housekeeping“ gahbyla provedena tak zvana ,semi

— nested" PCR, kde pro druhou reakci bylo pou&tmjtemplat ul z predchozi reakce.

Tab. 7: Pehled pouzitych primérpro flagellin, ospA ospCa ,, housekeeping“ geny.

Nazev Teplota Sekvence 5 3 Citace
primeru nasedani

clpX Outer R 50°C GATTGATTTCATATAACTCTTTTG

clpX Outer F 50°C GCTGCAGAGATGAATGTGCC

cplXInner R 48°C TTAAGAAGACCCTCTAAAATAG

clpXInner F 48°C AATGTGCCATTTGCAATAGC

clpAOuter R 50°C TTCATCTATTAAAAGCTTTCCC

clpA Outer F 50°C GATAGATTTCTTCCAGACAAAG

clpAlnner R 48°C CAAAAAAAACATCAAATTTTCTATCTC

clpAlnne F 48°C GACAAAGCTTTTGATATTTTAG

nifS Outer R 50°C GTTGGAGCAAGCATTTTATG

nifS Outer F 50°C GTTGGAGCAAGCATTTTATG

nifSInner R 48°C TCACAGCCAATTTTTTTAAC

nifSinner F 48°C ATGGATTTCAAACAAATAAAAAG

pepXOuterR 50°C GTTCCAATGTCAATAGTTTC

pepXOuter F 50°C ACAGAGACTTAAGCTTAGCAG

pepXinner R 48°C TGTGCCTGAAGGAACATTTG Margos

pepXinner F 48°C TTATTCCAAACCTTGCAATCC ot al.

pyrG Outer R 50°C CAAACATTACGAGCAAATTC 2008’

pyrG Outer F 50°C GATTGCAAGTTCTGAGAATA

pyrG Inner R 48°C AAACCAAGACAAATTCCAAG

pyrG Inner F 48°C GATATGGAAAATATTTTATTTATTG

recGOuter R 50°C GAAAGTCCAAAACGCTCAG

recG Outer F 50°C CCCTTGTTGCCTTGCTTTC

recGInner R 48°C CAAGTTGCATTTGGACAATC

recGInner F 48°C CTTTAATTGAAGCTGGATATC

rplB Outer R 50°C GCTGTCCCCAAGGAGACA

rplB Outer F 50°C TGGGTATTAAGACTTATAAGC

rplB Inner R 48°C GCTGTCCCCAAGGAGACA

rpIB Inner F 48°C CGCTATAAGACGACTTTATC

uvrA Outer R 50°C CCTATTGGTTTTTGATTTATTTG

uvrAOuter F 50°C GCTTAAATTTTTAATTGATGTTGG

uvrAlnner R 48°C CAAGGAACAAAAACATCTGG

uvrAlnner F 48°C GAAATTTTAAAGGAAATTAAAAGTAG
flag R 50°C GACGCTTGAGACCCTGAAAG Picken,
flag F 50°C TTCAATCAGGTAACGGCACA 1992
0SpAR 50°C GACTCAGCACCTTTTTG Bunikis
OSpAF 50°C TATTTATTGGGAATAGGTC et al.,
0ospCR 50°C ATTAATCTTATAATATTGATTTTAATTAAGG | 2004
ospCF 50°C ATGAAAAAGAATACATTAAGTGC
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Podminky 1. amplifikéni reakce 1 (,spacer) prdpX, clpA nifS pepX pyrG, rplB geny
(primery ,Outer®):

1. Patateini denaturace................95°C................ 15 minut

2. Denaturace..........ccoveeveiiiinnnn, 94°C...ciiiinnnn. 30 sekund

3. Nasedani primér(anealing)....... 55°C —48°C......... 30 sekund — s kazdykiey
po 30 s se teplota snizila o 1 stipe

4. Elongace (extension)................. 72°C.iiiii, 30 sekund

5. Denaturace ..........cccocevvininannn. 94°C..cciiiiiinn 30 sekund

6. Anealing.............cooiiiiiiiennn. 48°C....cccviinnnn. 30 sekund

7. Elongace ..o, 72°C.iiiiiin, 30 sekund

8. Cykly 5 -7 se opakovaly 20x

9. Zawretna elongace................... 72°C................bminut

10. Teplota po sko¥eni reakce........... 15°C.vininnnn. o

Tento PCR cyklus se odb@nazyva ,touchdown PCR".

Po skoweni prvni reakce (,spacer”) nasledovala druhd regkousekeeping” 2 (,semi —

nested”) s primery ,inner*.

Priprava druhé reakce byla stejna jakorippc 1. reakce, jen jako templat ve druhé reakci

bylo pouzito 5ul z predchozi reakce.

Podminky 2. amplifikéni reakce pro reakci ,housekeeping” 2 (,semi — ed§ts primery

clpX clpA nifS pepX pyrG, rpIB (,inner®):

1. Patateini denaturace................95°C................ 15 minut
2. Denaturace..........c..cocoviiinennn. 94°C....ciiinnn. 30 sekund
3. Nasedani primér(anealing)....... 510 O 30 sekund
4. Elongace (extension)................72°C................. 30 sekund
5. Zawretna elongace (extension).....72°C................. 5 minut
6. Teplota po sko¥eni reakce......... 15°C.......cc..e@

Kroky 2 — 4 byly opakovany ve 35 cyklech.

Reakce s primery pro ,housekeeping” gescG méla jiné podminky pro amplifikaci

(podminky jsou uvedeny nize). Réaksnts byla gipravena stejijako u ostatnich reakci.
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Podminky amplifikéni reakce pro gerecG.

1. reakce (,spacer”):

1. Patateni denaturace................95°C................ 15 minut
2. Denaturace..........ccoveeveiiiinnnns 94°C..cciiiinnnn. 30 sekund
3. Nasedani primér(anealing)....... 55°C ...iiiiiinn 30 sekund

4. Elongace (extension)................72°C................. 30 sekund
5. Zawretna elongace (extension).....72°C................. 5 minut

Kroky 1 — 4 byly opakovany ve 30 cyklech.

Podminky 2. reakce (,semi — nested" s primery ,ifinero genrecG byly stejné, jen
pocateEni denaturaceip95°C trvala 7 minut. Jako templat ve druhé redlyto pouZzito Sul

Z predchozi reakce.
4.2.7. Elektroforéza v agar6zovém gelu

Analyza vSech PCR reakci byla provedena na agaédzaelu, jehoz koncentrace
zavisela na velikosti PCR produktu (od 0,8% do 294rézy). Ped nanaSenim na gel do 20
ul vzorka bylo gidano 3,3ul 6x koncentrovaného vzorkového pufru (6x OrangeADN
Loading Dye, Thermo Scientific, 50x SYBR Greenl)elroforéza probihala v 1x TAE
pufru @i napiti 110 V po dobu 30 — 40 minut. Vysledky byly vilimavany pod UV

z&enim, fotograficky zdokumentovany a fotografie bylazena.
4.2.8. Sekvenovani

Pro potvrzeni fitomnosti a charakterizad®. garinii v kulture byly vSechny PCR
produkty z druhé etapy PCR reakce osekvenovanédazeme sekvence naslédibyly
porovnany se sekvencemi z databaze GenBaiekl sekvenaci byly vSechny PCR produkty

purifikované z agar6zového gelu pomoci kolon (Grgal Filter Units, Millipore)

4.2.8.1. Purifikace PCR produkr agarézového gelu - postup.

1. Z agarézového gelu byly vignuty PCR produkty zvizualizované pod U\Vfexdim.
2. Produkty byly vloZeny do kolony (Millipore) a ceifitrygované po dobu 10 minutip
5,000 otékach/min.
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4.2.8.2. Sekvenovani — postup.

1. 10 ng purifikovaného PCR produktu bylo smichangbsginol gislusného primeru,
a to pokazdé 2x pro kazdy produkt (s primery FodnaReverse).

2. Sekvence byla provedena v sekvarialaboratéi Biologického Centra Akademie
Véd Ceské republikyCeské Budjovice.

3. Ziskané vysledky ze sekvema laboratde byly zpracovany v programech DNAStar
a porovnané v GenBanku. (http://blast.ncbi.nimgoki/Blast.cgi.)

4.2.9. Analyza sekvenci

Analyza polymorfismu délky restrtkich fragment (RFLP), byla provedena
in silico pomoci bezplatného softwaru na http://www.restighapper.org/ (Bikandi et al.,
2004). Sekvence genu pitagellin (488bp) byla virtualés Stpena pomoci restrékich
enzymi Hapll, Hhal, Hincll, Celll a Ddel. VSechny ziskané RFLP vzorce, byly
porovnavany s jiz publikovanymi (Fukunaga et &9, Wang et al., 1999).

Dodat&éna MLST analyza (multilokusové typovani sekvencih8usekeeping” gan
kodujicich clpA, clpX, nifS pepX pyrG, recG rplB a uvrA byla pouzita k vieSeni
taxonomického postaveni amerického izolBtugarinii. Schéma MLST bylo popsano Dr.

Margos (Margos et al., 2008) (http://www.mlst.pet/

26



5. VYSLEDKY

V prabéhu molekularni analyzy aenych izolah B. burgdorferi s.I. ziskanych
z klig'at, hlodav@ a ptéki z jihovychodu Spojenych stat nékolik izolath odhalilo
piitomnost dvou a viceiznych kmef borelii, Wetrg ,evropskych* kmei B. garinii a B.

afzelii (nepublikovana data).

Predmeétem Setteni byl izolat SCCH — 7, ktery byl kultivovan z pgie tkani (kousek
ucha) kecka bavinikového Reromyscus gossypijushyceného ve st Mt. Pleasant,
Charleston Country, stat Jizni Karolina v USA. Ni&klad predkeZzné analyzy vzork
pomoci RLB (Reverse Line Blot hybridizace) byl @bSCCH — 7 charakterizovan jako ko —
infekce dvou kmein B. burgdorferis.s. aB. garinii. Cilem tohoto projektu, bylo od sebe

odcklit tyto dva kmeny a ziskaistou monoklonalni kultur@. garinii.
5. 1. KULTIVCE SPIROCHET NA PEVNE P UDE

Po rekultivaci SCCH — 7 vtekuttm BSK - Il mediu zerazeného zasobniho
roztoku, byly borelie fenesené na pevnouiqu na Petriho miskach. Narostlé samostatné
kolonie byly viditelné na miskachiiplizné za 3 tydny po nasazeni (Obr. 3). Jednotlivé
kolonie (klony), které byly odebrany z Petriho nkig®br. 4), se nechaly nest v tekutém
BSK - Il médiu.

Jednotlivé kolonie

Obr. 3: Pevné medium BSK — Il porostlé koloniemi borelii.
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Obr. 4: Odebrané jednotlivé kolonie (selekce).
5. 2. KONTROLA DRUHOVE CISTOTY

Monoklonalni kultury borelii (kultury namnoZenéedpoho klonu — kolonie) byly
kontrolovany metodou PCR s pouzitim drubowspecifickych primer. Z 200
zkontrolovanych vzork kultur, vS8echny aZ na jeden byly identifikovankgd. burgdorferi
s.s. Jeden izoldt SCCH — 7(138), ve druhmpecifické PCR reakci s primery GlI
(specifickych proB. garinii) dal specifickyB. garinii PCR produkt, odpovidajici velikosti
344 bp (Obrazek 6).

Jest pred z&atkem testovani jednotlivych kolonii (klbp byla fizna DNA borelii
dostupna v laboratp kontrolovana primery Gl, Gll, GllI naffpomnost DNAB. garinii,
kterd potom byla pouzita jako pozitivni kontrolaii p,skreeningu” jednotlivych
monoklonalnich kultur. Na obrazku 5 jsou zobrazé&owtroly rmiznych DNA borelii na

piitomnostB. garinii.
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500 bp

Obr. 5: 1-7 fizné DNA borelii, vzorky 1, 4 a 5 B. garinii, ,-* negativni kontrola, M —
marker 100 bp.

Vzorky 1,4 a 5 byly pozitivni prd. garinii, ostatni vzorky 2,3, 6 a 7 nebyly zachyceny
specifickymiB. garinii primery Gll (Obr. 5).

Demonstrani obrazek — jeden z geb vysledky ,skreeningu” jednotlivych kolonii. Vi
scislem 2 vykazuje fitomnostB. garinii. PFritomnostB. garinii v ostatnich vzorcich nebyla

prokazana PCR amplifikaci specifickymi primery GII.

500 bp

Obr. 6: ,-“ negativni kontrola (DNA B. burgdorferi s.s., ktera neni zachycovana
specifickymi primery prd. garinii Gll), ,+* pozitivni kontrola (DNAB. garinii), vzorky 1-
7 jednotlivych kolonii, ,-* negativni kontrola (vedako templat), M — marker 100bp.

Ve vzoreke. 2 byla prokadzanggomnost DNAB. garinii.
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Pozitivni vzorek byl dale kontrolovan PCR reakgirisnery Gl pro vylodgeni kontaminace

B. burgdorferis.s. KontaminacB. burgdorferis.s. nebyla zjigha.

5. 3. ANALYZA VYBRANYCH USEK U GENOMU AMERICKEHO I1ZOLATU
B. GARINII SCCH -7 (138)

Cista klonalniB. garinii byla dale kultivovana v tekutém BSK — Il mediu, zkskani
materialu pro dalSi analyzu. VSechny sekvence anafné v této praci jsourgdstavene
v Priloze¢. 1. VSechny sekvence byly zaslané do GenBankwjgwocesu zpracovani. Ve
vSech PCR reakcich jako pozitivni kontrola se pealai DNA B. burgdorferi s.s. pro

vylou¢eni kontaminace pozitivni kontrolou.
5.3.1. Analyzac¢asteinéhofla genu

Na obréazku 7 je vysledek PCR reakce s primenryflagellin.

500 bp

Obr. 7: 1 — izolat SCCH — 7(138), 2- pozitivni kontrolaNB B. burgdorferis.s.), 3 —

negativni kontrola, M — marker 100 bp.

Catena sekvence genu koduijici flagellin z SCCH — 7(188zala 99% identitu $iznymi
kmeny B. garinii. In silico S&peni 488 bp dlouhého fragmentlagellinu restrikknimi
enzymy Celll, Ddel, Hapll, Hhal a Hincll odhalilo RFLP vzor charakteristicky piB.
garinii. To znamena Zadné restfik misto po restrikaCelll aHapll restriktazy, 329 bp, 78
bp, 72 bp a 9 bp dlouhé fragmenty po restrikdel, 405 bp a 83 bp dlouhé fragmenty pro
Hhal a 453 bp a 35 bp dlouhé fragmenty po restikicicll restriktazou (Fukunaga et al.,

1996), co odpovida vzoru specifickému Brogarinii.
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Casténa sekvence genu pftagellin izolatu SCCH-7(138) byla porovnana se sekvencemi
flagellind raznych druli borelii predstavenych v GenBank. Schematické znazorn

porovnani (pomoci MegAlign) jefedstaveno na obrazku 8

Bb ss GeHo Fla
Baorrelia burgdorferi (B31)
Borrelia americana
Fla B.andersonii
Fla B.bissettii
Borrelia caralinensis
ala

FLA B.spielmani
- Borrelia japonica
Borrelia lonestari
Tl _1 Borrelia miyamotoi
----- —===== Borrelia thaileri

{ Baorrelia hermsii

Borrelia turicatae

B.crocidurae
| Borrelia hispanica
Borrelia duttonii

T T T T T 1

10 8 ] 4 2 0
Nucleotide Substitutions (x100)

Obr. 8: Schématické znazaoni porovnanitiznych kmef borelii s izolatem SCCH —
7(138).

Americky izolat SCCH — 7 (138) jak je Widna obrazku, je ve skugirsB. garinii, coz
potvrzuje naSe vysledky.

5.3.2. Analyzarrf —rrl mezigenového ,spacer” useku

Presna velikost mezigenového Useku (253 nukléptidstovaného izolatu byla
zjisSttna gimym sekvenovanim purifikovaného amplikonu. Sekeenmezigenového
~spacer‘rrf —rrl Useku vykazovala 97% sekwsn identitu v tomto lokusu s izolateB.
garinii 20047 zCiny (islo v GenBank KJ459339)n silico $&peni restriknimi enzymy
Dral aMselodhalilo fragmenty o velikosti 201 bp a52 bp pstri&ci Dral a 107 bp, 95 bp a
51 bp po restrikcMsel restriktazou, RFLP vzor specificky pB garinii (Postic et al, 1994).

5.3.3. Analyzacastatné sekvence genu pro ospA

GenospAz Borrelie je geneticky heterogeni, cozZ je uZité pro druho¥ specifické
rozdsleni kmeri B. burgdorferisensu latoCasténa sekvencespA amplikonu z naseho
vzorku odhalila nejvysSi homologii (99%) s nekudtranym klonemBorrelia sp. Bg31 B.
garinii) izolovanym zCiny (&islo v GenBank KM226888).

Na obrazku 9 je ukazka PRC reakce s primeryosmAgen.
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519 bp 500 bp
"

Obr. 9: 1 —izolat SCCH — 7 (138), 2 - pozitivni kontr¢l2NA B. burgdorferis.s), 3 —

negativni kontrola, M — marker 100bp
5.3.4. Analyzacastané sekvencespC genu

Casté&na sekvence genu paspC potvrdila ten fakt, Ze americky izolat SCCH-7
(138) pati kB. garinii. Srovndnim sekvence izolatu SCCH — 7 (138) se esshwi
z GenBank odhalilo 100% homologiidnymi kmenyB. garinii.

5.3.5. MLST ,housekeeping” geit

Multilokusova sekvetni typizace (MLST) odhaluje variace sekvence DNA v
souboru ,housekeeping” géma charakterizujetizné kmeny borelie svymi jeditieymi
profily. Pro kazdy zdchto ,housekeeping” génjsou fizné sekvence ulozeny v databazi,
jako alely poskytujici alelicky profilRada profiti pak miZe byt identifik&ni znaka pro
typizaci kmerd.

Multilokusova analyza 8 ,housekeeping” geamerického izolatu SCCH-7 (138)
pomoci databaze MLST odhalila 100% shodu s 4 dBihyarinii ulozenych v databazi v 7
lokusech, krord genuclpX Vysledky analyzy jsou fedstavené na obrazku 10, kde jou
srovnané MLST profilytitznych kmei B. garinii, a to 20047, 71180B, 80235B a 84214B.
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Strain | ST | clpA | clpX | nifS | pepX | pyrG | recG  rplB | uvrA
SCCH-7(138) 40 | 102 26 36 2 ¥ B | U
82
82
82
82

Obr. 10: Vysledky analyzy 8 ,housekeeping” gen

V piipact genuclpX alela 102 odpovid4 jinému druls garinii, izolovanému v Japonsku

z klisgte l. persulcatugobrazek 11)

id ST |Strain Species  Country clpA cipX nifS pepX pyrG recG rplB uvrA
370| NP81 | B. garinii | Japan | - . ' i £4 | 107 | 108

Obr. 11: Vysledky MLST analyzy ,housekeeping“ gekmenu NP8B. garinii (Japonsko).

GenclpX — alela 102.

Jako vysledek této analyzy twreme konstatovat, Ze izolat z jihovychodnich
Spojenych Stét a) je 100 %B. garinii, b) izolat B. garinii SCCH-7 (138) je geneticky
variabilni, liSi se jak od evropskych tak i od sisjjich kmei B. garinii a predstavuje spiSe
piipad genetické rekombinacéiznych alel ,housekeeping” gé&npivodem zéznych

geograficky rozdlenych kmei B. garinii.

Na zaklad celkové analyzy vybranych usekgenomu izolatu SCCH-7 (138)
muZeme konstatovat, Ze americky izoBt garinii je vice podobny izolétn B. garinii
SCCH — 7 (138) z Asie. DalSim potvrzenim tohototdaknize byt srovnanicasténé
sekvence pro gemplB.

Casté&na sekvence genu prplB izolatu SCCH-7 (138) byla porovnanaiszmymi
sekvencemirplB predstavenych v GenBank. Schematické zn&rarporovnani (pomoci

MegAlign) je predstaveno na obrazku 12.
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AYAO01000006 (France)
AYBB01000010 (France)
ABJV02000001 (Germany)
AB555764 (Japonsko)
CP003151 (Rusko)
== JX971377 (Rusko)

E JX971376 (Rusko)
AB555780 (Japonsko)

] AB555630 (Japonsko)

537 SCCH7(138) rpiB

T T T T T 1

50 40 30 20 10 0
Nucleotide Substitutions (x100)

Obr. 12: Grafické znazorni, porovnantast&né sekvence genu prplB SCCH — 7 (138)
s riznymi izolaty z GenBanku.

Obrazek ukazuje natsi podobnost izolatu ze Spojenych S&iB. garinii z Japonska a

Ruska

34



6. DISKUZE

V této praci poprvé igdstavujeme detekci, izolaci a kultivdi garinii, uznavaného
ptuvodce neuroboreliézy v Evrép z tkani hlodave chycenych v Jizni Karoléin USA.
Poprvé se nam povedlo vyprodukovat a ocharaktesizddonalni populaciB. garinii
puvodem z jihovychodnich USA iipsto, Ze fivodni izolat pedstavoval ko — infenci dvou
druhi borelii, jediného oficiala uzndvaného druhuigodce LB v USAB. burgdorferis.s. a
do nedavné doby povazovaného za stéikavropsky* druhB. garinii. Nami ziskany tkaz
o0 existenci a cirkuladB. garinii na jihovychodu Spojenych séamna velky vyznam nejen pro
pochopeni sloZité globalni ekologie borelii nejetiilkpiehodnoceni stavajicich znalosti o
geografickém roz&leni kmer LB borelii, ale také je nesmirdilezité pro pehodnoceni
existujiciho dogmatu o lymeské boreliéziegstavujici v USA. BtomnostB. garinii na
Gzemi jihovychodnich Spojenych Stanize mit vazny dopad na #egné zdravi americké

populace, bydlici v regionu ktery je dodnes povanoza ,LB- free”.

Severovychodni staty a severni staigdmniho zdpadu Spojenych sta@merickych
jsou tradéné uznavany jako hlavni oblasti, kde se lymeska el vyskytuje endemicky.
Nicmére vroce 2000 &hem analyzy vzork z hlodavé obyvajicich pobezni oblasti
jihovychodu Spojenych statskupina Dr. Olivera zjistila, Ze az 69% chycenydbdava
bylo prirozere infikovano B. burgdorferi s.l., coZz naznalje, Ze pobezni staty na
jihovychod USA mohou také igdstavovat riziko pro roz&ni lymeské boreliézy (Oliver et
al., 2000).

Jak uz je dnes znamo, za jediného moznéhodnflekinitele, ktery niiZze zpisobit
LB, byl a je povaZzovan v epidemickych oblastechj&mgch stai, v souladu s CDC (Center
for Disease Control and Prevention) didhburgdorferis.s. Rirozerg, pokud dalSi druhy
borelii nejsou hledany a testovany ve Spojenychedtd pak jejich prevalenceistava
neznama. OvSemébem poslednich deseti let dalSi druhy borelie, éiepu odliSné od
tradicné uznavanych ve Spojenych statech (jako jsou.nBp americanaB. andersoniiB.
bissettii B. carolinensis, B. kurtenbachii byly nalezené a popsané sgoke s dive
nepopsanymi druhy na jihovychbdspojenych stét (Georgia, Florida a Jizni Karolina)
(Oliver, 1996). Tim padem, v stasné dob dochazi k rozgovani nejen tive uznavanych
oblasti s vyskytem spirochét LB na Uzemi Spojenwthii, ale také Kk rozgpvani
existujiciho spektra drahborelii, které zde mohou byt nalezeny. Navic magii@mnost

netradénich druti borelii pro Severni Ameriku spaél& s druhy BZn¢ se vyskytujicimi
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v USA v jiznich statech byla jiz diskutovana (Olivet al., 2003). To potvrzuje teorii, Ze
spirochéty nejsou pouzéipmny na jihovychod Spojenych stét ale jejich rozmanitost je

zde \&tSi nez v uznavanych endemickych severnich oblastec

Bylo jen otadzkoucasu, nez se ¢které z ,evropskych* kmeh borelie objevi ve
Spojenych statech a vzhledem k této situaci jezealeko — infekce v izolatech boreliBs

garinii na jihovychod USA pouze logickym pokeavanim v rozvijicim se trendu.

Dr. Felz s kolektivem ied casem zvigjnili zpravu o detekcB. garinii u pacienta
z jizni Georgie (USA) po kousnuti americkym Ktém|. scapularis(Felz et al, 1999). Tou
dobou ovSem pacient také hlasil, Ze par tyged objevenim EM (erythema migrans)
cestoval po Evro) coz znemoznilo fgsné uteni mista nakazy. Od té doby zadny jiny
dukaz o vyskytuB. garinii vtéto oblasti Spojenych stanebyl zaznamenan. Nicmg&n
situace v severnich ptd¥Znich oblastech USA a Kanady vypadala trochu jirdhem
poslednich deseti let byly ztggnény ¢etné studie o naleze@h garinii u maskych ptak a
klistatechl. uriae v subarktické Eurasii (Comstedt et al., 2009), thik (Larsoo, 2007) u
poliezi Labradoru (Muzaffar et al., 2009), a na Gultskyostrovech Newfoundlandu
(Baggs, 2011), stejntak jako na poiezi Atlantiku u Severni Ameriky (Smith et al., 2006
Bunikis et al., 1996). Tyto udaje nejen rdafii doposud znamé oblasti vyskyBi garinii,
ale zvysuji také prawgpodobnost, Ze tento druh borelieide byt gitomny v hnizdech

s

dalSich koloniala Zijicich maskych ptak po celém sgte.

V posledni dob se stalecastji objevuji zpravy o vyskytutznych teplokrevnych
obratlova@ v oblastech hnizohi maskych ptak, ktefi mazou pisobit jako celordni
rezervoary pro borelie ¥thto oblastech hnizdi marskych ptak. Nagiklad na ostrovech
Newfoundland a Labrador byl nedavno potvrzen vyskyglkého potu kiecka
dlouhoocasého Rimaniculatuy a dalSich malych satic ktefi by mohli byt moznymi
hostitelskymi rezervoary prB. garinii (Baggs et al., 2011). DalSi objevéngcapularisna
stejnych mistech, néppolkrezi Maine a &které gimorské kanadské oblasti (Scott et al.,
2001), gineslo zcela novy pohled na celou situadiiv® existujici teorie o izolaci niského
cyklu B. garinii a jeji spojitost vyhradhs|. uriae a mdskymi ptaky, stejé jako existence
vyznamné bariéry k zavedeBi. garinii spojené s migkym cyklem do jinych vektdr a
rezervoarovych hostite] jsou nyni vazé zpochyliovany. DalSi dkazy podporujici
piekryvani sedchto dvou odliSnych enzootickych cykbyly zaznamendny Gomez — Diaz
s kolektivem (2011), ki potvrdili, Ze se spirochéty LB vy#iuji bchem svych miskych a
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pozemnich cyKl. Také skuténost, Ze se izolatyB. garinii striktné neseskupuji podle
geografického vyskytu, biologickych hostitehebo kli$at, znova podporuje teorii &gasté
vyméné kmermi mezi d¥ma enzootickymi cykly (Comstedt et al., 2011). TTamena, Ze
spirochéty borelii, které byly zji&é u maskych ptak hnizdicich v blizkosti nebdtijpno na

pokrezi Severni Ameriky, mohou byt zanesené na pevmiguujicimi ptdky nebo hlodavci.

Kromé toho kompetencetrpnaSée |. scapularispro B. garinii v hlodavcich jiz byla
potvrzena (Dolan et al., 1998). A uz bylo na®mm, Ze z&azeniB. garinii do cyklu,
zahrnujiciho Kkligatal. scapularisa jeji potencialni udrzeni v tomto cyklu, bude igat na
genetické populaci a rozmanitosti kndetohoto ,evropského” druhu borelie (Smith et al.,
2006). V tomto ohledu objevei. garinii v izolatech z hlodavcz Jizni Karoliny ma velky
vyznam, steji tak i skuténost, Ze nami analyzovany kmen je odliSny od jipgamych
evropskych a asijskych kmé&rB. garinii. KdyZz uvaZzujeme, Ze vzorky z jihovychodnich
Spojenych stéitjsou z roku 1995, da se&gupokladat, Ze populad® garinii ve zmineném
regionu je dote zavedena a izolat SCCH — 7 (138) neni jediny.s&j&e je to pouze otazka
¢asu, kdy by mohla byB. garinii Siroceuvedena do populace americkych saacptaki a
distributovana do jinych oblasti USA, coZ takézm byt v sotasnosti uz probihajicim

procesem a to vigledku klimatickych zrn, migrujicich hostitél a Sfici se urbanizaci

Do nedavné doby vyznam migrujich hosfitel ptaki, zvlag v globalni distribuci
spirochét komplexuB. burgdorferis.l., byl vysoce zpochylovan. Nami pedstavena data
podporuji teorii transoceanskéhieposu spirochét, &emz byla prvni data dolozenged 15
lety (Wang et al., 1999b). Namfquistavena data také podporuji teorii 0 moZnostikuza
existenci rekombinantnich genofypBorrelii v disledku vlivu komplementu hostitele
(Rudenko et al. 2014).

Samozejm je jeSt brzy na diskuze otdezitosti €chto zjiSeni z hlediska vlivu na
verejné zdravi. To bude zaviset na patogennim potenzjgtnych kmet B. garinii pro
¢loveka. Tento patogenni potencial budegnetem dalSich vyzkuiiy jelikoZ popsany druh
B. garinii se vyskytuje v prostdi, kde jsou lidé vystaveni riziku infekce. PolagdprokaZze,
Ze popsany americky izol& garinii ma patogenni potencial péoveéka, mohlo by to veést

k potvrzeni o existenci LB v Severni Americe s \gmme odliSnymi @giznaky.
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7. ZAVER

v

Pomoci metody kultivace borelie na pevriglpse nam poddo UspgEsSn: separovat
dva druhy borelie z jednoho ko — infekho izolatu, a toB. burgdorferis.s. aB.

garinii.

Poprvé se nam poti ziskatéistou klonalni kulturuB. garinii z amerického izolatu
a tim prokazat fitomnost ,evropského* druhu borelie na jihovycho8pojenych

stati Americkych (konkrétav Jizni Karolir).

Pomoci multilokusové typizace vybranych Usefenomu amerického izolatB.
garinii SCCH — 7 (138) se nam pdida UspsSre prokazat ze: a) charakterizovany
americky izolat definitiv pa#i k druhu B. garinii, b) charakterizovany izolat se liSi
od znadmych evropskych, a asijskych kind® garinii a gredstavuje spiSeiipad
genetické rekombinace odliSnych alel ,housekeepigefii z tiznych geograficky

roz&lenych kmei B. garinii.

Nicmérg, podle nasich vysledk fylogeneticky americky izolaB. garinii je blize
k izolatim B. garinii pavodem z Asie neZli k evropskym izaiat.

Spekulujeme, Z8. garinii mohla byt zanesena na pevninéhstvavymi ptaky a to
bud’ pitimo z evropského kontinentu, nebo ziskych ptak, hnizdicich na pdabzi
Atlantiku

Bezpochybnaifitomnost B. garinii v jihovychodnich USAte mit velky dopad na

verejné zdravi lidské populace v regionech, kde jaleedruh rozgen.

Vysledky gredstavené prace se zpracovavaji do publikaceéddkémcasopise.
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9. POUZITE ZKRATKY

LB — lymeska boreliéza

bp — baze

kp - kilobaze

BSK — Barbour — Starry — Kelly medium

B. burgdorferis.l. —Borrelia burgdorferisensu lato
B. burgdorferis.s. -Borrelia burgdorferisensu stricto
ospA ospC — vrejSi povrchové proteiny A, C,

EM — erythema migrans

DNA — deoxyribonukleova kyselina

rRNA — ribosomalni RNA

. ricinus — Ixodes ricinus

I. scapularis — Ixodes scapularis

l. persucatus - Ixodes persulcatus

l. uriae — Ixodes uriae

TBE - Tick — Borne Encepabhlitis/ kif§va encefalitida
IGS — mezigeneticky Usek

CDC -Centers for Disease Control and Prevention
RLB - Reverse Line Blot hybridizace

RFLP - Analyza polymorfismu restidkich fragment
USA - United States of America

MLST- Multilokusova sekvenai typizace

a7



10. PRILOHY
Prilohy ¢. 1

Nukleové sekvence izolatu SCCH -7 (138):

1. Casteéna sekvence genu potpA

AGATTCAAACATAAAAAGAGTCATAACAAAAGAGGATGTTTGTGATCTGAT TAAGTCTGTTGTTG
GCTCTAATATTTTTAATTTTGAAGAGTATGATAGTGAGTTGTTAATTAATT TAGAGAATAGAATAA
AAAAAGAACTTATTATACATGATAGTTTAATATTTGATTTGATACTAAATA TAAAACTATTAAAAT
TTAATTTACTTGCCAACAGAAGTACTATTGGCATATTTGCCTTTATTGGTACTTCTGGAGCGGGAA
AATGCAAATTGACGGATATTTTATCAGAAGAGCTTGGAATTCAAAAATTTA GTCTTAATATGGGC
GAATATAGCGATTTTAATTCTCTTGATAGATTGATTGGACCTGTTTTAAGTAATGAAGGGTATTAT
GAATCTACTAGATTTTTTAATTTTTTAAACAAATCTTCTAATTCTATTATT TTTCTATCAGATTTTGA
TAAATGTAATAAAAGGGTTTTAAATTTTTTTTTGGAAGGATTTAAAACAGG CAAGCTTTTTGATGG
TCTTGGGAAAAAGGCAAGTTTATCAGAAAGTTTAATAGTAATAAGCGTTAA TGCTGAGAGCAATG
AGCTTAATAGTATTGGCTTTAAAAACAAAATGACAGGGGAAAATGATTTTA ATCTTATATTAGAG
AAGAGATTTCCTAATGAATTTTTAGAGTTAATAGATTATGTTCTTTTATTT AAATCTATTGATGAGT
TAGATTTTGAAAAAATTGTTTTTAATGAGCTTAATCGTTTTGCTAGGATAT TGAGAGATAGAAAAT
TTGATGTTTTTTTTGAGAAAAGTGTTATTGATTATATTCGGGAAAAGATTT ATGGAAAGGGTTATG

GATTAAAAAGGATTAAA — 874 bp.

2. Casténa sekvence genu peplX.

AACTTTAACAGAAGCTGGATATGTTGGTGAAGATGTAGAAAATATTTTGCT TAAATTAATACATG
CTGCTCATGGGGATGTTAGTCTAGCTGAGAAAGGGATTATTTATATAGACRAATAGATAAAATT
GCTAAAAAAAATGAAAACGTTTCAATAACAAGAGATGTTTCTGGAGAAGGG GTTCAGCAGGCTTT
GTTAAAGATCATTGAGGGTACTATTGCTAATGTTCCTCCAAGAGGTGGTARAAGCATCCTTATG
AGGATACTATTGAAATTAATACTCAAAATATACTCTTTATATGTGGTGGCGCTTTTGTTGGGCTTG
AAAATATTGTTAAGAATCGAATAAACAAAAGTTCTATTGGGTTTTCAGCAA TTGAAAAAAAGAAT
ATAGAGGACACTTCATTAAAGTATTTAGAAATGGAAGATTTGATTAAATTT GGCTTGATACCAGA
GTTTGTTGGTAGACTTCCTGTACATTCGTATCTTGAAAAGTTAAATAAAGAAGATTTGATGAAAAT
ATTAGTTGATCCTCAAAATTCCATTATTAAACAGTATTATTATATGTTTAA AATGGATAATGTTGA
ATTGGTATTTGAAAAAGATGCTTTGGAATCAATTGTAGATGAAGCTATTCT AAAAAATACTGGGG
CAAGAGGTCTTAGATCTATTTTAGAGGGTCTTCTTAAAGATGTTATGTTTGAGGTTCCTTCGATTA

GCAAGACTAAG - 730 bp.

3. Casteéna sekvence genu pnifS

GATTTTCAAACAAATAAAAAGCAATGCAGAAAAGGTCAAGTTTTTAAGGAA AGATTTTCCTATTT
TAAACAAACAGTTTGATAATAAGAATATAATTTATTTTGACAATGCAGCAA CCTCTCAAAAGCCT
AAAAAAGTAATTTATTCTAGCATTGAATATTATGAAAATTACAACGCAAAT GTACATAGAAGCGG
CCACAAATTTGCAATTCAATCTAGCATAAAAATTGAAAAAACAAGAGAACT TGTAAAAAATTTCA
TTAATGCAGAATCTTCAAAAAATATAATATTTACCTCTGGAACTACGGATG GAATTAACACCATC
GCAAGCTCATTTTTTTACTCAAAATACTTTAAAAAAAAAGATGAAATTATT CTTACAACTCTTGAA
CATAATAGTAATTTGCTGCCATGGGCAAAGCTTGCAAAATTAGCTAATCTAACAATTAAGTTTGCT
AAATTCAATGAAATGGGAATTATTACCCCCGAAGAAATTGAAAAACTTATT ACAGAAAAAACAA
AGCTTATAAGCATTTCAGGAATAAATAATACCTTGGGAACAATGAATGATT TAGAATCTATTGGG

AAAATCGCAAAAAAATATAATATAAGTCTTTTTGTAGATGCTGCACAAATG -637 bp.

48



4. Casteéna sekvence genu ppepX

AATCAACGAAGGATTTAAATACAATACTCACGACAATTTAACAGTAATAAA TAGCACTAAAAAA
ACAATAAAAGATAATATCTTAGAACAACTTGGAATAGAATATGAAAATTTT CTATCTTGTGATCT
AATATTCACAGAATCACAACCTTCTAAAATAATAGGAACTGAAGGAGAATT TTTAGCCTCTAAAA
ATCTTGATAACAAATCGGGATGCCATGCAATCATGAACTCTTATATCCACACAAGCAATAATAAA
AATAAAATAGCTGTATTTTTTGATAACGAAGAAGTAGGATCTTTAACCTCA AGAGGCGCTGATTC
CAATCTTTTATCAGAAGTTTTAGAAAGAATCGATCTTGCTCTTAACTTAACCAGAGAAGAGCATTT
AATAAAAACAAACAAATCATTTAATATATCTATTGATAGCGTTCACGGCAT TCATCCAGGATATG
CATCTAAACATGATCCAAACTATCAAGCGACTCTAAGTAAAGGTGTAGTTGTAAAAAATAGCGCA
AATTTCAGATACGCAACAACTTCAACAGGATTTGCAAAATTAAAAAATTTG GCTATTAAAAATAA
TATTAAGATTCAAGAAATAATAATGAAAGCAAATGTTCCTTCAGGCACAAC AATTGTCCAAT -

647 bp.

5. Casté&na sekvence genu ppyrG.

CGTGATTGCAAGTTCTGAGAATAGCGAGATGCTGATAATTGAAATTGGTGARACTGTAGGAGATA
TGGAAAATATTTTATTTATTGAGACAGTAAGGCAAATAAGACATGAGATTG GAAGCAGCAATATT
GCTTTTATTCATTTAACCTATGTACCAAGTCCAGCTGGAATTAATGAGCAAAAATCTAAACCTACT
CAACAGAGTGTTAAAACTTTAAATAAAGCAGGCATTTTCCCCGATCTGATTATTGCTAGAAGCTCT
CAAGTATTAACAGATCAAATCAGAAAAAAAGTGGCAATGTTTTGTAATGTT GAGAGCACTTCTAT
TATTGATAATATTGATGTTTCTACTATTTATGAAATTCCTATATCTTTTTA CAAACAAGGCGTACAT
GAGATTTTAAGTTCTAAGTTGAATATCAAGGTTGATCCAAAAATAGAAGAG CTTTCAAAGCTTGT
AGGAGTTATAAAATCTAATTTTTTTGCGCCTAAAAAAATTATTAATATTGC CATTTGTGGCAAATA
TGCTGAACTTGATGATTCTTATGCGTCAATTCGAGAGTCTTTGGTTCATGTGGAGCCAATTTGGA
TTTACTTATTAAAAGCACTCTAATTGATTCTAATGATTTAAATGAGAGTTA TTTAAAAGAGTTTGA
CGGCATTATTGTTCCCGGCGGCTTTGGGGGGAAAGGATATGAAGGTAAAATATTGCTATTAAAT

ATGCTCGTGAAAATGACATTCCCTTTCTTGGAATTTGTCTT 763 bp.

6. Casténa sekvence genu precG.

TTCAGGGCTGCCTTTAATTGAAGCTGGATATCAAGTGGCATTTATGGCACTACTGATCTTTTGGC
TCGTCAACATTATGATAATTTATCCAACATATTGTCTTCTTTTAACATTTCAGTGACTCTTTTGACA
GGTAGTTTGAAAAAGAAGGATAAAGAACAAGCATTAGAAAGTATTAAAAGT GGAGTTTCTGGTTT
AATAGTTGGAACACATTCTATTTTTTACGAAAGTACAGAATTTAAAAGATT AGCATATGTTATTAT
TGACGAGCAGCATAAATTTGGAGTTGTTCAAAGAGAAGAGCTTAAAAATAA AGGAGAAGGGGTA
GACATACTTTTAATGTCTGCAACACCTATTCCTAGAAGTTTTGCGCTAACACTTTTTGGTGATCTTG
AAGTCTCACTTATTAAAACTTTACCCAAGGGCCGTTTACCTATTACTACTTATTTAGCAAAACATG
GCAATGAAGATAAAGTTTATGATTTTTTAAGAAAAGAGCTCTTAAAGGGTC ATCAGGTTTATTTTG
TTTATCCATTGATTTCATCTTCAGAAAAATTCGAATTAAAAGACGTTAATA ATATGTATTTAAAAT
TGAAGGAAGTGTTTAGTGAATATGTTGTAGACATGCTTCATTCTAAGTTGCCATCTGATTTAAAAG
AAGAAATTATGAAGAATTTTTATTCTAAAAAGGTAGATATTTTGGTGGCTA CTAGTGTTATTGAGG

TGGGAATCGATTGTCCAAATGCA -748 bp.
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7. Casténa sekvence genu prplB.

TAAGCCGACTTTATCTTTTGATGATTTGAGCAAAGGTAATGATCCTTTAAAATCTTTAACAAAAGG
TAAAAAGTTGAAATCGGGCAGAGATTCTTCTGGTAGAATTAGTATTAGAAGAAGAGGTGGTGGGC
ATAAGAGAAAATATAGGTTGATTGATTTTAATCGAAGAGATAAATTTAGCA TTCCTGCTCGAGTT
GCTTCTATTGAATATGATCCTAATAGAAGTGCTAATATAGCTTTGCTTGTTTATAAAGATGGAGAA
AAAAGGTATATTATTTCTCCTAAAGGGATTAAGGTTGGAGATGTTTTGGAAAGTGGTCCGAATGC
CCCAATTAAAATTGGCAATGCCTTACCCCTTGAAAACATTCCTATTGGAAGGACTATTCACAATAT
CGAGCTTAATGTAGGAAGGGGTGGACAGCTTGTAAGAAGTGCTGGGGGATAGCCATGATGCTTG
CTTCTGATGGGAATTATGTCACTGTAAAATTGTCATCTGGTGAAATGAGGTTAATTTTCAAAAAAT
GTATTGCAACAATTGGTGAAATTGGGAATGAAGATTATGCCAATGTTTCTATAGGGAAGGCCGGT
AAAAGTAGGTGGCTTGGTAGAAGACCTAAAGTTAGAGGTGTTGCTATGAATCCTGTTGACCATCC

GCATGGTGGTGGTAAGGAA 673 bp.

8. Casté&na sekvence genu pospA

TGAGCTTAAAGGAACTTCTGATAAAAGCAATGGTTCIGGGGTACTTGAAGG GAAAAAGCTGACA
AAAGTAAAGCAAAATTAACAATTTCTCAAGATTTAAATCAAACCACATTTG AAATTTTCAAAGAA
GATGGCAAAACATTAGTGTCAAGAAAAGTAAATTCTAAAGACAAGTCATCA ACAGAAGAAAAAT
TTAATGATAAAGGTAAATTAAGTGAAAAAGTAGTAACAAGAAAAGACGGWA CCAGACTTGAATA
CACAGACATACAAAACGATGGATCCGGAAAAGCTAAAGAAGTTTTAGCAGGCCTTACTCTTGAAG
GAACTCTAACTGCTGACGGCGAAACAAAATTAACAGTTACAGAAAAAACTG TTACTTTAAGCAAA
AACATTTCAAAATCTGGAGAAATAACAGTTGATCTTAAGGACACTGACTCT AGCGCTGATAAAAA
ATCCGGGACATGGGATTCAGATACTTCTACTTTAACAATTATAAAAACAGCAAGAAAACTAAACA

A -519 bp.
9. Casté&na sekvence genu pospC

TATTTATATCTTGTAATAATTCAGGTGGGGATACTGCATCTACTAATCCTGATGAATCTGTTAAGG
GGCCTAATCTTACAGAAATAAGCAAAAAAATTACAGATTCTAATGCATTTG TACTGGCTGTGAAA
GAAGTTGAGGCTTTGATCTCATCTATAGATGAACTTGCTAAAGCTATTGGTCAAAGAATACAACA
AAATGGTTTAGTTGCTGATGCGGGTCACAACAGCGCATTGTTAGCAGGAGCCATGAAATATCAA
TCCTAATAACACAAAAATTAGATGGATTAAAAGGTTTAGAAGGATTAAAAG CAGAGATTGCAGA
AGCTAAGAAATATTCTGAAGCATTTACTAAAAAACTAAAAGATAATCATGC ACAGCTTGGTATAC
AGAATGGTGCTTCTCTTGATGATGAGGCAAAAAAAGCTATTTTAAAAACAA ATGTGGACAAAACC

AAGGGTGCTGAAGAGCTTGAAAAGTTATTTAAAT — 489 bp.

10.Cast&na sekvence genu pfiagellin.

AAGGAATTGGCAGTTCAATCAGGTAACGGTACATATTCAGACGCAGACAGAGGTTCTATACAAAT
TGAAATAGAGCAACTTACAGACGAAATTAATAGAATTGCTGATCGGGCTCAATATAACCAAATGC
ACATGTTATCAAACAAATCAGCTTCCCAAAATGTAAGAACAGATGAAGAAC TTGGAATGCAACCT
GCAAAAATCAACACACCAGCGTCACTTTCAGGATCTCAAGCTTCTTGGACAOTAAGAGTTCATGT

GGGAGCAATCAAGATGAAGCGATTGCTGTAAATATTTATGCTGCTAATGTTGCAAATCTATTCTCT
GGTGAAGGAGCTCAGGCTGCTCAGACTGCACCTGTTCAAGCCGGAGCTCARAAGAAGAGCTCA

ACAACCAGCACCTGCTACAGCGCCTTCTCAGGGTGGAGTTAATTCTCCTGIAATGTTACAACCAC

AGTTGACGCTAATAACATCTCTTGCTAAAATAGAAAATGC — 497 bp.
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11.Cast&na sekvence mezigenovétb—rrl Gseku 5S — 23S.

TCATCTCGTCTTTTTATTTTACCCTGGTGGTTAAAGAAAAGAGGAAACACCIGTTATCCTTCCGAA
CACTGAATTTAATCTCTTATTCGCTGATGGTACTGCGAGTTCGCGGGAGATBAAGTTGTTGCCAGG
GTTTTTGTTTTATGCTTTAAACATTGATTTTATTTTTTATGTTTTTAGATGTTCATGTTTTTGAATGT

TTTATTCAAATAATATAAAAAATAAAATATATATTGACATGGATTAAACAA AGATATCTATTATTC
TAGTTGTATAAACAAATTGGCAAAATAGAGATGGGAGATAAAAATATGGTC AAAGTAATAAGAG

TCTATGGTGAATGCCTAGGAGC
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