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1. Literarni piehled

1.1. Rod Borrelia

Rod Borrelia zahrnuje druhy spirochet, které tvoii velice starou vyvojovou vétev
(Woese 1987). Druhy tohoto rodu je mozné rozdélit do tfi hlavnich skupin: borelie
zpusobujici navratné horecky (tzv. ,,relapsing fever borreliae), borelie se vztahem k Lymeské
borrelidze (tzv. ,,Lyme disease borreliae*) a Borrelia anserina (ptivodce spirochet6z ptaki).
Zastupci vSech tii skupin jsou patogenni mikroorganismy, nejvétsi pozornost je vsak
vénovana druhim souvisejicim s onemocnénim Lymeskou borreliézou (Postic et al. 1998).
Jedna se o komplex dvandacti druhti, ktery nese souhrnné oznaceni Borrelia burgdorferi sensu
lato.

Podle Bergerova manualu jsou borelie taxonomicky zatazeny do tiidy Sprirochaetes, tadu
Spirochaetales, ¢eledi Spirochaetaceae (Bergey’'s Manual of Systematic Biology, 2end ed., 5
vols, 2000) (Tortora et al. 2001).

Celed Spirochaetaceae zahmuje dva rody, a to rod Borrelia a Treponema. Zastupci
téchto roda vykazuji fadu odliSnosti, piesto maji také nékteré spolecné znaky, napt. to, ze se
v obou piipadech jedna o agens zplsobujici zavaznd onemocnéni. Zatimco Borrelia
burgdorferi zptisobuje Lymeskou borreliézu ¢i vratny tyfus, hlavni treponemdlni agens,
Treponema pallidum (Dubos et Hirsch 1967), odpovida za pohlavni onemocnéni syfilis a na
rozdil od borelii se jednd o primarniho patogena napadajiciho ¢lovéka. Obé bakterie se Sifi
krevni cestou z mista infekce do organt, u nelécnych pacientli mize dochéazet k prostupu do
tkani a jejich destrukcei, coz mize piipadné vést az ke smrti pacienta (Greenwood et al. 1999).

Bor¢lie a treponemy vykazuji podobnost viadé morfologickych znakd a také
v ptitomnosti nékterych antigenl. Pfesto je mezi t€émito druhy také mnozstvi odliSnosti.
Borelie se od treponem li$i napf. v téchto znacich: nepfitomnost jemnych vlakének
v cytoplazmé€, moznost barveni Giemsou (treponemy se béznymi technikami nebarvi),
jednoduchy bi¢ik (u treponem slozen zpochvy a vnitini diené). Borélie je navic mozné

kultivovat, coz u treponem nelze, pomnozuji se a udrzuji na vnimavych zviratech.

1.1.1. Borrelia burgdorferi sensu lato
Doposud bylo na zakladé¢ molekuldrni analyzy definovano 12 ptibuznych druht
(genospecies) Borrelia burgdorferi, souhrnné¢ oznaCovanych jako komplex Borrelia

burgdorferi sensu lato. Nalezi sem tyto druhy: B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B.



afzelli, B. valaisiana, B. lusitaniae, B. bissettii, B. japonica, B. tanukii, B. sinica, B. turdii, B.
andersoni, B. spielmani (Richter et al. 2004). Borrelia burgdoferi sensu stricto (Bbss),
Borrelia garinii a Borrelia afzelii jsou patogenni druhy, jejichz spoleénym znakem je
prikazny vztah k Lymeské borrelioze. Donedavna se predpokladalo, Ze pouze tyto tfi druhy
odpovidaji za symptomy onemocnéni a jsou asociovany s Lymeskou borreliézou u lidi,
piestoze kazda genospecies zptisobuje odlisné klinické ptiznaky nemoci. V dneSni dobé¢ je
vSak znamo, ze Lymeskou borreliézu u lidi by mohly vyvolédvat také dalsi tfi druhy, a to
Borrelia valaisiana, Borrelia lusitaniae a Borrelia bissettii. V ptipadé¢ B. lusitaniae byl
dokonce proveden uspésny zachyt u pacienta v Portugalsku (Stanek 2004).

V Evropé byl potvrzen vyskyt sedmi genospecies spirochet rodu Borrelia, a to B.
afzelii, B. garinii, B. burgdorferi sensu stricto, B. valaisiana, B. lusitaniae, B. bissettii a B.
spielmani (Kurtenbach et al. 2001, Richter et al. 2004). Pét dalSich genospecies bylo
izolovano zklistat. Byly to B. andersoni v USA, B. japonica, B. turdii a B. tanukii
v Japonsku a B. sinica v Cin& (Grubhoffer et al. 2005).

1.1.2. Morfologie borelii

Borrelia burgdorferi sensu lato je spiralné stoend gramnegativni bakterie o délce 10 —
30 um a sifce 0,2 — 0,5 um (Barbour et Hayes 1986). Maji 4 — 15 pravidelnych zavitd,
bunécnd sténa je od cytoplazmatické membrany oddélena periplazmatickym prostorem.
Z hlediska virulence ma nejvétsi vyznam vnéjsi vrstva bunééné stény, ve které se nachdzi
dilezité antigenni proteiny, kterych bylo do soucasnosti identifikovano jiz ptes sto (Hulinska
2001).

Borelie je mozné barvit stiibfenim nebo Giemsovou technikou. Pro kultivaci vyzaduji
komplexni pldy s N-acetylglukosaminem, aminokyselinami, vitaminy a nukleovymi
kyselinami. Specidlni kultivaéni médium je BSK-H médium (Barbour-Stoenner-Kelly)
(Barbour 1984) komercné vyrabéné firmou Sigma-Aldrich. Generacni doba ristu je 12 — 18
hodin, teplotni optimum 30 — 37 °C. Jedna se o mikroaerofilni bakterii, kterd netvoti katalazu
a glukdzu $tépi na kyselinu mléénou (Barbour et Hayes 1986).

Borelie se déli pficnym nebo podélnym zaskrcovanim. Vytvofenim piicného nebo
podélného septa matefskd bunka ztraci polovinu bi¢ikd, ne vSak disky a hacky, ze kterych
v dcefinnych bunkéach vyrostou nové biciky. Pouze vlivem nevhodnych podminek (napf.
pusobeni lytickych enzymi nebo antibiotik) k obnové bicikii nedojde a borelie bez bicikl

potom vytvaieji nepravidelné struktury (Barbour et Hayes 1986).



Tvar bakteridlni buiiky je obvykle dan peptidoglykanovou vrstvou bunécné stény.
V ptipadé odlisného morfologického tvaru B. burgdorferi sensu lato vSak hraji vyznamnou
roli vnitini periplazmatické biciky. Jsou to velmi dileZzité organely, nebot’ zajistuji bunéény
pohyb, jsou to ale také velmi dulezité oporné a strukturalné nezbytné organely (Motaleb et al.
2000).

Borelie maji dva svazky bic¢ikt, které vystupuji z obou koncu bunky, a ke svému
pohybu musi organizované pfepinat fidici mechanismy tak, aby bi¢iky mohly rotovat
v riznych smérech a zajiStovaly tak synchronni pohyb (Shi et al. 1998).

Pocet bicika se li§i v z&vislosti na druhu borelie, a to vrozmezi 7 — 11. Biciky
vystupuji na obou koncich bunky z bazalnich diski umisténych v cytoplazmatické membrané.
Vsechny biciky pak obtaceji télo borelie v periplazmatickém prostoru pod bunécnou sténou a
jsou navic zvenku uzavieny tenkou membranou (Barbour et Hayes 1986). Tato struktura je
typicka pouze pro borelie a umoziuje jejich zcela specificky pohyb.

Zakladni slozku bic¢ika tvofi tzv. flagelarni proteiny, které jsou kodovany nékolika
genovymi operony a jsou lokalizovany na bakterialnim chromosomu. Pohybovy aparat
spirochet je velmi podobny jinym bakteridlnim druhtim, ale pravé spirochetalni biciky se lisi
tim, Ze jsou tvoteny dvéma tfidami proteinti namisto tfidy jedné. Jednd se o hlavni flagelarni
protein FlaA, ktery je lokalizovan v pochvé bicikt a je typicky pouze pro spirochety. Druhym
proteinem je protein bicikové dien¢ FlaB (flagellin), ktery vykazuje podobnost s bic¢ikovymi
proteiny jinych bakterii (Ge et al. 1998, Wallich et al. 1990). S ohledem na druhové
zastoupeni spirochet bylo zjisténo, Ze periplazmatické bi¢iky mohou byt tvofeny jednim az
dvéma FlaA proteiny a dvéma az ctyfmi riznymi FlaB proteiny. U B. burgdorferi jsou biciky
tvofeny pouze proteiny FlaA (39kDa) a FlaB (41kDa), pfi¢emz FlaA se objevuje v mnohem
mens$im mnozstvi (Ge et al. 1998).

Buiika B. burgdorferi sensu lato je ohranicena od vnéjSiho prostiedi cytoplazmatickou
membranou a navic je kryta bunéfnou sténou, kterou tvofi tfi vrstvy — vnitini
peptidoglykanova, stiedni glykolipidova a vnéjsi lipoproteinova. Stfedni a vnéjSi vrstva
bunécné stény tvofi tzv. vnéjsi membranu. Ta obsahuje 45 — 62 % proteintl, 23 — 50 % lipidh
a 3 — 4 % sacharidt a tvofi podstatnou ¢ast bunécné stény (Barbour et Hayes 1986).

Vnéjsi struktura borelii je obdobou vnéjsi struktury gramnegativnich bakterii. Piesto je
zde nékolik odlisnosti, pficemz nejvyznamnéjsi je absence lipopolysacharidu, ktery jinak tvori
vnéjsi Cast bunétné stény gramnegativnich bakterii (Takayama et al. 1987). Glykolipidy
pritom ale i tak tvoii vice nez polovinu vSech membranovych lipidl, piestoze zahrnuji jen

galaktozu a monosacharidové slozky (Hossain et al. 2001).



1.1.3. Antigenni vlastnosti borelii

Komplex B. burgdorferi sensu lato vykazuje velmi bohatou antigenni strukturu.
Povrchové antigeny maji vétSinou plazmidovy piivod a nalézdme je na vnéj$i bakterialni
a OspC a dale také proteiny bi¢ikl a vnitinich membran.

V infekénim cyklu borelii hraje exprese ospA a ospC genti diilezitou roli (Schwan et
al. 1995). Pokud se borelie dostanou do traviciho traktu nenasatych klistat, dojde k expresi
ospA a ospB genl, ne vSak k expresi ospC. Jakmile se vSak klist¢ ptisaje k hostiteli,
produkce proteinii OspA a OspB zac¢ne klesat a je zahdjena syntéza OspC. OspC proteiny se
ve stieve klist'at dostavaji do nasaté krve, a to ziejme zpiisobi to, Ze borelie sttevo opoustéji a
pomoci hemolymfy se dostanou do slinnych Zl4z klistéte (Schwan et al. 1995). Tyto zmény
jsou c¢astecné ovlivnény i teplotou, pro expresi ospC genll je potieba teplota 32 — 37 °C
(Johnson et Bergstrom 1995).

Imunitni odpovéd’ na infekci boreliemi je indukovana predevSim plsobenim
lipoproteinti, které se nachazeji ve vnéjsi bakteridlni membrané. Lipoproteiny piedstavuji u
borelii vétSinu povrchovych bilkovin a jsou tedy imunodominantnimi proteiny Bbsl.
Lipoproteiny vSak nemusi byt jen soucasti vnéj$i membrany borelii, nékteré se vyskytuji také

v cytoplazmatické membrané a protoplazmatickém cylindru (Radolf et al. 1995).

1.1.4. Genom borelii

Genom B. burgdorferi tvoii jeden linearni chromosom o velikosti 910 725 bp a dale
12 linearnich a 9 cirkularnich plazmida o celkové velikosti 610 694 bp (Casjens et al. 2000).
Kompletni sekvence genomu B. burgdorferi sensu stricto byla publikovana v roce 1997.
Chromosomalni geny koduji zakladni sadu proteint pro replikaci DNA, transkripci, translaci,
transport latek a energeticky metabolismus. Téméi zde ale chybi geny nezbytné pro
biosyntetické reakce buiiky (Fraser et al. 1997). Na plazmidech jsou kodovany predevsSim
sekvence genil neznamych funkci, ale jsou zde i geny pro povrchové proteiny borelii a pak
také pro faktory virulence. Nékteré plazmidy obsahuji také velky pocet tzv. pseudogent, které
vznikly pravdépodobné jako odraz rychlé evoluce (Casjens et al. 2000). Nékteré plazmidy se
béhem kultivace borelii in vitro (10 — 17 pasazi) ztraceji, coz mize vést ke ztraté virulence
(Schwan et al. 1988). NizkopasdZzové kmeny borelii jsou tedy mnohem virulentnéjsi

(Champion et al. 1994).



1.2. Lymeska borreliéza
1.2.1. Struéna historie objeveni Lymeské borreliozy

Lymeska borreliéza je souhrnny termin, ktery se pouziva pro vSechny klinické
ptiznaky zptisobené infekci Borrelia burgdorferi sensu lato. V Evropé byly pfiznaky
onemocnéni popsany jiz koncem 19. stoleti (Buchwald 1883), byli to ale Americané, ktefi
onemocnéni objevili a definovali (Steere et al. 1977). Onemocnéni bylo pojmenovano
Lymeska nemoc, a to podle méstecka Old Lyme ve stat¢ Connecticut, kde obyvatelé v roce
1975 reagovali na neobvykle vysoky vyskyt onemocnéni kloubti u déti. Spolecnym znakem
onemocnéni bylo u vsSech pacientd piedchozi ,,hmyzi“ kousnuti. O rok pozdéji byly u
nekterych pacientli zjistény neurologické nebo srde¢ni potize. Bylo zndmo, ze pfenasecem
onemocnéni je kliSté rodu Ixodes. Otazka pivodce vSak byla zodpovézena az v roce 1982
Wiliamem Burgdorferem, kdy se mu zcela nahodné podafilo izolovat do té doby nezndmé
spirochety se stteva klistat Ixodes dammini (dne$ni nazev Ixodes scapularis) (Burgdorfer et
al. 1982). Kultivace téchto spirochét se v modifikovaném Kellyho médiu zdatila A.
Barbourovi (Barbour 1984) a s onemocnénim Lymeskou borreliozou byly tyto bakterie
spojeny ve chvili, kdy byla pomoci imunofluorescence zjisténa pozitivni reakce s krevnimi
séry pacientd, ktefi trpéli touto chorobou (Burgdorfer et al. 1982, Barbour 1984). Tento novy

druh spirochéty byl pojmenovan po svém objeviteli Borrelia burgdorferi.

1.2.2. Klinické projevy Lymeské borreliozy

a Severni Americe (Denis et Hayes 2002). Klasifikace Lymeské borreliézy doporucena
Asbrinkovou rozliSuje ¢asné stddium onemocnéni (lokalizované a diseminované) a stadium
pozdni (Asbrink et Hovmark 1988).

Casné lokalizované stadium klinické borreliozy se projevuje pomalu se $ificim
kruhovym exantémem zvanym erythema migrans, ktery se objevuje v misté prisati klistéte
mezi 3. a 22. dnem po infekci a mizi po 3 — 4 tydnech. V této fazi infekce se Casto objevuje
horecka, tfesavka, bolesti ve svalech a inava.

Po nékolika tydnech, nejdéle vSak do tiech mésicli, se u neléenych pacienti objevi
projevy postizeni nervového, kloubniho ¢i kardiovaskuldrniho systému. Pfiznaky tohoto
diseminovaného stddia zahrnuji bolesti hlavy, ztuhlost Sije, poruchy citlivosti a hybnosti,
obrny (pfedevSim licniho nervu), bolesti v zddech a koncCetindch. MiiZze nastat postizeni
kloubii projevujici se ataky bolesti, zanéty Slach, kloubnich pouzder a svalt. Srde¢ni potize

mohou pfipominat infarkt myokardu a ¢asto se projevuji také dusnosti.
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Pozdni stddium mé chronicky prib¢h, objevuje se za vice nez 6 — 12 mésicii od ziskani
infekce. Projevuje se zejména postizenim kloubii, kiize a nervového systému. Vsechny faze
Lymeské borreliozy mohou byt provazeny dal§imi projevy, napi. o¢nimi (Preac-Mursic et al.
1989, Hauptl et al. 1993).

Projevy a rozsah perzistentni infekce do znacné miry zévisi na druhu borelie, kterou je
pacient infikovan. Borrelia burgdorferi sensu stricto zpusobuje predevs§im artritidu velkych
kloubt (Steere et al. 1987), pro druh Borrelia afzelii jsou charakteristické koZni projevy, tzv.
acrodermatitis chronica atrophicans (Balmelli et Piffaretti 1995). Borrelia garinii je
neurotropni spirocheta, kterd muze zpusobit velké mnozstvi neurologickych komplikaci
(Logigian et al. 1990).

Diagnostika Lymeské borrelidzy spociva predev§im v detekci specifickych protilatek
proti boreliim v krvi, a to zejména metodami ELISA a Western-blotting. Je také mozné
prokézat spirochety v kloubni tekutiné ¢i erythema migrans pomoci PCR. Jako Iék prvni

volby se podava antibiotikum doxycyklin (Wormser et al. 2000).

1.2.3. Lymeska borreliéza u mysi

Néchylnost mysi k Lymeské borrelidoze a pribéh infekce zavisi na genotypu a také
véku laboratornich mysi (Berthold et al. 1990). Mezi citlivé kmeny laboratornich mysi patfi
SCID mysi, C3H mysi a SWR mysi (Berthold et al. 1990, Schaible et al. 1990, Zeidner et al.
1997). Za rezistentni je povazovan kmen BALB/c (Zeidner et al. 1997), C57DL/6 a DBA/2J
(Brown et Reiner 1998, Ma et al. 1998, Brown et al. 2003, Ganapamo et al. 2003). Pokud je
vybran vhodny kmen, jsou laboratorni mysi vhodnym modelem pro studium Lymeské
borrelidzy.

Klinické ptiznaky jsou nejlépe popsany u SCID mysi. Postupné dochézi k rozvoji
chronického systémového onemocnéni. Artritida zacind zarudnutim a otokem tibiotarzalniho
kloubu, pozd¢ji dochazi k napadeni metatarzalnich a ulnakarpalnich kloubti. Zmény mohou
vést az k rozruseni a odbourani chrupavek nebo kosti. U mysSi se vyviji také pankarditida, coz
je zanét vSech vrstev srdecni stény (endokardu, myokardu a perikardu), dale hepatitida,
fibroza jater a granulomatézni reakce. Drobné lokalizované 1éze se vyskytuji v ledvinach,
plicich, mozku a pfi¢né¢ pruhovanych svalech. Zanét je charakterizovan infiltraci monocytd,
makrofagt a neutrofili. Naopak rezistentni mysi BALB/c vétSinu téchto piiznakil postradaji,
vyskytuje se u nich pouze minimum lézi v riznych organech (Schaible et al. 1990, Schaible et

al. 1991).
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1.3. Klisté
1.3.1. Pienos patogentii hematofagnimi ¢lenovci

Clenovci tvofi pfiblizné 85 % ze vSech znamych Zivoéisnych druhu.
Charakteristickym znakem je ¢lankovana stavba téla a koncetin, kloubovité parové piivésky
(nohy, tykadla), exoskelet (nejcastéji chytindzni) a bilatelarni soumérnost. DéEli se do ¢tyfech
zékladnich tfid: Chelicerata (klepitkatci), Crustacea (korysi), Insecta (hmyz) a Myriapoda
(mnohonozky) (Hubalek 2000).

Hematofagni clenovce fadime do dvou tfid: Chelicerata a Insecta. (Hubdlek 2000)
Hematofagni ¢lenovci jsou Castymi prenaseCi patogent. K pfenosu patogend miize dojit
dvéma zpusoby. Prvnim znich je biologicky pfenos, kdy se infekéni agens ve vektoru
pomnoZzi, ptip. prod¢€la urcéity vyvojovy cyklus, nez je preneseno na nového hostitele. Druhym
typem je mechanicky pfenos, kdy se patogen v pfenaseci nemnozi ani nevyviji a je pfenesen
na hostitele (Hubalek 2000).

Pro zajisténi efektivniho pienosu patogenniho agens pii sani krve pfenaseCem na
nového hostitele musi patogen v téle vektora piekonat dvé hlavni bariéry — stfevni bariéru a

bariéru slinnych zlaz, do kterych se musi dostat (Hubalek 2000).

1.3.2. KliSté Ixodes ricinus

Klistata jsou krev sajici ektoparaziti. Jednd se o druhého nejcastéjsiho vektora
lidskych patogenii po komarech. Klistata tfadime do kmene Arthropoda, podkmene
Chelicerata, ttidy Arachnida, t4du Acarina. MizZeme rozlisit dvé hlavni skupiny klistat, tzv.
,mekka* (Argasidae) a ,,tvrda* (Ixodidae) (Oschmann et al. 1999).

Hlavnimi pfenaSeci borelii jsou klistata rodu Ixodes. Zastupci Celedi Ixodidae (I
patogenl: Francisella tularensis, Anaplasma phagocytophylum, TBE virus atd. (Oschmann et
al. 1999). Hlavnimi pfenaseCi Lymeské borelidzy jsou Ixodes ricinus v Evropé, Ixodes
scapularis a Ixodes pacificus v Severni Americe, Ixodes persulcatus a Ixodes ovatus v Asii
(Chao et al. 2002, Steere et al. 2004).

Predpoklada se, ze pfenos patogenil je spiSe transstadialni, tzn. nakaZeni larvy nebo
nymfy a ndslednd infekce hostitele nymfou nebo dospélcem. Vyskyt borelii u nymf a
dospélct se v Evropé pohybuje v rozmezi 2 — 43 %, resp. 3 — 58 % (Hubalek et Halouzka

1998). Transovarialni pfenos, tedy pienos ze samice na larvy, je sice mozny, avSak

12



neefektivni, promoienost larev Ixodes ricinus boreliemi se pohybuje maximalné v jednotkach
procent (Zhioua et al. 1994).

Klisté obecné se vyskytuje po celé zdpadni, stiedni a jizni Evropé az do nadmotskych
vySek okolo 2000 m n.m. Ve stfedni Evropé je hojné rozsifeno v listnatych a smisenych
lesich, kfovinatych porostech, vlhéich loukach. Ixodes ricinus je typickym trojhostitelskym
druhem, kazdé stadium saje na jiném hostiteli. Mezi hostitele klistat patii vice nez tfi stovky
zivocisnych druht, zahrnuti jsou velci 1 mali savci a také ptaci a plazi. Larvy a nymfy saji
predevsim na drobnych savcich (napf. hlodavcei), dospélci spiSe na vétSich savcich (napf.
dobytek ¢i vysoka lesni zver). Sani larev trva 2 — 6 dni, nymf 2 — 7 dni a dospélych samic 5 —
14 dni. Po nasati opousti kazdé stadium hostitele a dalsi vyvoj probiha v tzv. opadance.
Kopulace je za normalnich okolnosti samice schopna az po ¢astecném nasati krve, dochdzi
k ni na hostiteli nebo mimo né¢j, samice nasledné klade vajicka, kterych miize byt az 5000.
Délka celého vyvojového cyklu kolisd mezi dvéma a Sesti lety, v nasich zemépisnych Sitkach
to jsou ale nejcastéji 3 roky. Zimovani muze probihat jak v hladovém, tak v nasatém stavu

(Oschmann et al. 1999).

Druh klistéte Geograficka distribuce
Ixodes ricinus Evropa
Ixodes persulcatus Vychodni Evropa, Asie

Kanada, stfedni vychod, severovychod
Ixodes scapularis

a jihovychod USA
Tichomoftské pobtezi centralni a Severni Ameriky,
Ixodes pacificus
Stiedozapad USA
Ixodes ovatus Japonsko

Tab. 1. Geograficka distribuce ruznych druhi klist'at, ktera jsou vektory Borrelia

burgdorferi sensu lato.

Sani krve je pomé&mé komplikovany proces. Saci Ustroji klistéte sestava z hypostomu
se zpétnymi hacky a dvou celistnich makadel. Po proniknuti stniho Gstroji pfes epidermis a
poskozeni krevnich vlase¢nic nasleduje ukotveni v rané pomoci tzv. cementu a vytvoreni tzv.
potravni léze. Béhem sani se télo klistéte né€kolikandsobné zvétSuje, pricemz nejveétsi objem

krve pfijimaji klistata az v zavéru sani (Gray 2002).
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1.4. Vzajemné interakce klisté — borelie — hostitel
1.4.1. Interakce borelie - hostitel

Infekce Borrelia burgdorferi sensu lato vyvolava u hostitele silnou imunitni odpovéd’,
kterd zahrnuje mechanismy jak pfirozené, tak adaptivni imunity. Borelie jsou vSak i piesto
schopné perzistentni infekce, a to proto, ze si vyvinuly mechanismy, pomoci nichz obchéazeji
imunitni dozor hostitele. Je to pfedevsim jejich antigenni variabilita, kdy borelie v reakci na
imunitni odpovéd’ hostitele méni nebo omezuji expresi svych povrchovych antigenli, a dale
vytvateni fyzickych bariér, jako je vznik cyst v nutricné nepfiznivych podminkéch c¢i
vyhledavani imunologicky privilegovanych mist (Zhang et Norris 1998).

Povrchové antigeny borelii v mist¢ sani klistéte aktivuji alternativni drédhu
komplementu. Citlivost borelii na komplement je zavisla na druhu borelie a také na druhu
hostitele (Breitner-Ruddock et al. 1997). Povrchové struktury spirochet aktivuji také
makrofagy, nésledné dochazi k fagocytéze borelii a jejich likvidaci uvniti fagolysozomu
pomoci reaktivnich sloucenin kysliku (kyslikové radikdly) a dusiku (oxid dusnaty)
(Montgomery et al. 2002). Aktivované makrofagy produkuji prozéanétlivé cytokiny, a to
predevsim IL-1, IL-6 a TNFa (Miller et al. 1992, Radolf et al. 1995). Tyto cytokiny funguji
jako chemotakticky faktor pro dal$i makrofagy, neutrofily, dendritické bunky, lymfocyty a
monocyty. Vzhledem k tomu, ze IL-1, IL-6 a TNFa fadime mezi poskozujici slozky imunity,
dochazi vétSinou k poSkozeni bun¢k a tkéani hostitele, nikoliv k eliminaci patogennich borelii
(Janouskovcova 2004). Neutrofily mohou také fagocytovat borelie, ale pouze opsonizované
protilatkami (Montgomery et al. 2002).

Je zadouci zvyseni aktivity Th2 lymfocytd, které vede k casné a dostateéné produkci
specifickych protilatek, které mohou patogenni borelie eliminovat. Protilatkova odpoved’ proti
Borrelia burgdorferi sensu lato je veelku dobfe znama. Vrchol tvorby protilatek typu IgM je
mezi tietim a osmym tydnem od pocatku infekce. Hladina specifickych IgM se u vétSiny
nemocnych postupné snizuje a béhem nékolika mésict tyto protilatky zcela vymizi. IgG
protilatky se objevuji vétSinou jiz v nepfitomnosti IgM, maji vrchol v pritbéhu pozdnich
manifestaci a mohou pfetrvavat jest¢ mnoho let po 1é€bé (Nadelman et Wormser 1998).
Diseminace spirochet v rdmci hostitelského organismu je dana jejich schopnosti se vazat na
urcité hostitelské receptory na povrchu bunék nebo extracelularni matrix (Coleman et al.

1995).
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1.4.2. Interakce kliSté — hostitel

Klistata Celedi Ixodidae saji na hostiteli po dobu n€kolika dnii. Dlouhodoby kontakt
mezi kliStétem a hostitelem poskytuje imunitnimu systému hostitele piilezitost ovlivnit sani
klistéte. Imunitni obrana hostitele spociva v zanétlivé reakci s prilivem lymfocytil, bazofild,
eozinofil a makrofagh do mista sani klistéte. Infiltrace bazofily byla popsana jako kozni
bazofilni hypersenzitivita, kterd je zprostiredkovana lymfocyty Thl subpopulace. Jedna se o
formu oddéleného typu piecitlivélosti (Allen 1973). U imunnich hostitelli jsou Zirné bunky a
bazofily obsazeny homocytotropnimi protilatkami, které po setkdni s antigeny klistécich slin
zpusobuji degranulaci t€chto bunék a uvolnéni mediatora z granul (Wikel et al. 1996). Bylo
prokézéano, ze histamin inhibuje produkci kliStécich slin 1 sani krve (Paine et al. 1983). Jako
disledek zanétlivé reakce je urychlena aktivace komplementu a produkce cytokinii (Kopecky
et Kuthejlova 1998).

Piestoze sani klistéte predstavuje velky zasah do organismu hostitele a vyvolava
silnou hemostatickou a imunitni odpovéd, je kli§té schopno dokongit sani. Uspdsné sani
klist'at je zavislé na tom, jak je klist¢ schopné se vypotadat se s imunitni odpovédi hostitele.
Klist'ata si vyvinula mechanismy, které plisobi jak proti ptfirozené, tak proti adaptivni imunité
hostitele. Za tyto mechanismy jsou zodpovédné farmakologicky aktivni latky obsazené ve
slinnych zlazach. Tyto latky jsou béhem sani sekretovany do slin a se slinami do hostitele
(Brossard et Wikel 2004, Valenzuela 2004). Jednd se o latky simunomodulac¢nimi,
vasoaktivnimi a antikoagula¢nimi vlastnostmi (Ribeiro 1995, Wikel et Bergmann 1997).

Sliny, ale také extrakt ze slinnych zlaz (SGE), inhibuji aktivaci komplementu
alternativni cestou (Ribeiro 1987) a anafylatoxinovou aktivitu (Ribeiro et Spielman 1986).
Déle dochazi k inhibici fagocytdzy neutrofily a produkce superoxidu (Ribeiro et al. 1990).
Dochézi k potlaceni prozanétlivych cytokini IL-1 a IFNy produkovanych Thl subpopulaci a
naopak ke vzrlstu produkce protizanétlivych Th2 cytokinii IL-4, IL-10 a TNFP (Fereira et
Silva 1999). Polarizace imunitni odpovédi hostitele smérem k Th2 subpopulaci je pro klisté
vyhodna tim, Ze vede k potlaceni zanétu.

Imunomodulaéni molekuly obsazené ve slindch klistat poskytuji urcité vyhody i pro
patogeny, které¢ jsou KkliSté¢tem piendSeny. Polarizace k Th2 odpovédi vede k potlaceni
fagocytozy a snizeni produkce zabije¢skych molekul. To vede k tomu, Ze zabijeni patogena je
inhibovano a jeho pienos je usnadnén. Jev, kdy dochéazi ke snazSimu pfenosu patogena
prostiednictvim kliStécich slin, se nazyva saliva activated transmission (SAT), tedy slinami
aktivovany pfenos patogenti. Poprvé byl SAT popsan u viru Thogoto a jeho vektora

Rhipicephalus appendiculatus (Jones et al. 1987) a dodnes byl prokazan u mnoha patogent a
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jejich klistécich ¢i hmyzich vektorti. Konkrétni molekuly klistécich slin zodpovédné za
slinami aktivovany pienos borelii nejsou dobie znamy. Dosud toto bylo prokédzano pouze u
proteinu Salpl5 z I. scapularis, jehoZ exprese je selektivné zvySena v pfitomnosti Borrelia
burgdorferi. Salpl5 se vaze na OspC spirochét, tim je chrani pted zabijenim protilatkami a

komplementem a usnadiiuje mnozeni borelii v cilovych organech (Ramamoorthi et al. 2005).

1.4.3. Interakce kliSté — borelie

Borelie se po nasati kliSté¢tem mnozi v jeho stfevni sténé, kde infekce zistava
lokalizovana. Dochazi zde k selektivni expresi vnéjSich povrchovych proteini borelii. Jedna
se o proteiny, které nejsou exprimovany, pokud se borelie nachazi v hostiteli (Fingerle et al.
2000). Zasadni roli zde hraji OspA proteiny, pomoci nichZ se borelie vazi k epitelidlnim
buiikdm stfeva. Nasledné¢ dochazi ke generalizovanému rozsevu borelii do ostatnich tkani
klistéte. BEhem sani kliStéte pronikaji borelie do stfevniho lumen a hemolymfou jsou
zaneseny do slinnych 714z, které jsou pak zdrojem infikovanych slin. Sdnim klistéte na dal§im

hostiteli tak dochézi k ptenosu infekce (Burgdorfer et al. 1987).
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2. Cile prace

1. Optimalizovat metody infekce klist'at boreliemi — sani na infikovanych mysich
— sani z kapilary

— ponoteni do suspenze borelii.

2. Prokézat schopnost infikovanych klistat pfenést infekci na dal$iho hostitele.

3. Zvolit vhodnou metodu detekce borelii v klist’atech.
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3. Material a metody

3.1. Pokusna zvirata
3.1.1. Mysi

V pokusech byly pouzity inbredni SPF mys$i C3H/N (ANLAB Praha), a to samice 8 —
12 tydnt staré. Mysi jsem potiebovala jednak pro pokusy, ve kterych slouzily jako zdroj
boreliové infekce pro klistata, a jednak pro ostatni pokusy, kdy na nich bylo klistatim
umoznéno plné nasati krve, které je nezbytné pro piechod z jednoho stadia do dalsiho.
Mysi byly chovéany ve zvéfinci Parazitologického ustavu AV CR v Ceskych Budgjovicich za
standardnich podminek — teplota vzduchu 22 °C, relativni vlhkost vzduchu 65 %. Byly

krmeny komer¢ni smési pro hlodavce. Vodu i potravu mély k dispozici ad libitum.

3.1.2. Klistata

Pro jednotlivé pokusy byla pouzita klistata Ixodes ricinus, podle potfeby larvalni,
nymfalni ¢i dospéla stadia. K pokusiim bylo potfeba mit klistata prosta borelii. Proto jsem
pouzivala klistata z chovu Parazitologického tistavu AV CR v Ceskych Bud&jovicich, jejichz
ptedchozi dvé generace saly na morceti imunizovaném smésnym boreliovym antigenem. Pied
zahédjenim kazdého pokusu byl reprezentativni vzorek klist'at testovan na ptitomnost Borrelia
burgdorferi sensu lato pomoci PCR a klistata byla pouzita jen v ptipadé¢ negativniho

vysledku.

3.2. Borelie
3.2.1. Kultivace borelii

K pokustim byly pouzivany tfi druhy spirochety Borrelia burgdorferi sensu lato se
vztahem k Lymeské borrelioze, a to jejich ¢eskobudéjovické kmeny CB 53 (druh Borrelia
burgdorferi sensu stricto), CB 43 (druh Borrelia afzelii) a CB 61 (druh Borrelia garinii). Byla

v

H médiu (SIGMA) s 6 % krali¢iho séra a 1% smési antibiotik pro borelie (SIGMA).

3.2.2. Stanoveni poctu borelii
Pro vSechny pokusy bylo nezbytné znat pfesnou koncentraci borelii v kultivaénim
médiu. Zjisténi této koncentrace probihalo nasledujicim zptisobem. Na podlozni sklo bylo

z kultury borelii kapnuto 3,5 pl boreliové suspenze, kapka byla piekryta krycim sklem o
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rozmérech 18 x 18 mm. Preparat byl prohlizen pod mikroskopem v temném poli pfi zvétSeni
400x (Amplival, Carl Zeiss, JENA). Bylo hodnoceno mnozstvi spirochet, pocet zivych borelii
a kontaminace kultury. Pocitany byly jen zivé spirochety, a to ve dvaceti zornych polich.
Pocet borelii v Iml bakterialni suspenze byl zjistén podle nasledujiciho vzorce (Magnuson

1948):

Pocet borelii/ml = a/3,5 x 3724 x 1/d x 1000,

kde a je primérny pocet borelii ve dvaceti zornych polich a d fedéni suspenze.
Borelie byly poté dofedény do potfebné koncentrace, pokud to pro pokus bylo

nezbytné.

3.3. Metody infekce klist’at spirochetami Borrelia burgdorferi sensu lato
3.3.1. Infekce kli§t’at sanim na infikovanych mySich
3.3.1.1. Infekce mysi

Hostitelé, ktefi slouzili jako zdroj boreliové infekce pro klistata, byly SPF mysi
C3H/N 8 — 12 tydnt staré (ANLAB Praha). Vzdy pét mysi bylo s. c. infikovano jednotlivymi
druhy borelii, a to B. burgdorferi sensu stricto (kmen CB 53), B. afzelii (kmen CB 43) a B.
garinii (kmen CB 61). Borelie z kultury byly v BSK-H médiu natedény na koncentraci 10*
bunck/ml, infek¢éni ddvka s. c. aplikovand mySim ¢inila 100 pl nafedéné bakterialni suspenze,
obsahovala tedy 10° borelii. Jako negativni kontrolu jsem pouzila tfi SPF mysi C3H/N, které

boreliemi infikovany nebyly.

3.3.1.2. Detekce infekce u mysi

Po jednom mésici po s. c. infekei mysi jsem zjistovala, zda se u téchto mysi vyvinula
protilatkova odpoveéd’ jako reakce na infekci boreliemi. Protilatky byly detekovany v mysich
sérech metodou nepiimd ELISA. Postup byl nasledujici. Na dno jamek mikrotitra¢niho panelu
byl imobilizovan boreliovy antigen o koncentraci 10 pg/ml ve vazebném roztoku (1,59 g
Na,CO; a 2,93 g NaHCOs v 1 litru H,O, pH 9,6). Mikrotitracni panel byl inkubovan 24
hodin pii teplot¢ 4 °C. Poté byly blokovacim pufrem (10% PTS v PBS) vyblokovany
nespecifické vazby. Po promyti byla pfidana testovana mysi séra a také pozitivni
(monoklonalni protilatka proti flagelinu) a negativni kontrola (normalni mysi sérum), vse
v fedéni 1:200. Po inkubaci nésledovalo opét promyti a byla pfiddna antimysi protilatka

znacend peroxidazou (Sevapharma, fedéni 1 : 2000). Nasledovala dalsi inkubace a promyti a
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poté byla vyvolana enzymatickd reakce pridanim substratového roztoku (10 ml
fosfocitratového pufru, 4 mg OPD, 4 ul H,0,). Reakce byla po cca deseti minutach zastavena
koncentrovanou kyselinou sirovou. Intenzita zabarveni byla hodnocena zméfenim absorbance
na vertikdlnim spektrofotometru (Multiskan MCC 340, Labsystems Oy, Helsinky, Finland)

pti vinové délce 490 nm.

3.3.1.3. Infekce klist’at

Klistata byla infikovdna tak, ze byla umisténa do klobouckl pfipevnénych na hibet
mysi. Klistata byla na mySich ponechdna az do Uplného nasati. Timto zplisobem jsem
infikovala nymfy Ixodes ricinus. Na kazdou mys bylo nasazeno dvacet klist'at. Po nasati byla
klitata uchovavana v Parazitologickém ustavu AV CR pfi teploté 25°C a relativni vlhkosti
vzduchu 80% az do metamorfozy v dospé€lce. Dospélci byli poté vySetfeni na piitomnost

Borrelia burgdorferi sensu lato pomoci PCR.

3.3.2. Infekce kli§tat sanim z kapilary

Stejné jako u predchazejiciho pokusu byly timto zpisobem infikovany nymfy Ixodes
ricinus. KliSt'ata byla hibetni stranou pfipevnéna na oboustrannou lepici pasku ptilepenou na
podlozni sklo. Timto bylo kli§tatim zabranéno v pohybu. Na saci Ustroji jsem nymfam
nasadila kapilaru se suspenzi borelii o koncentraci 10’ bun&k/ml. PouZity byly opét jednotlivé
druhy zkomplexu B. burgdorferi sensu lato se vztahem k Lymeské borrelidze, a to
ceskobud¢jovické kmeny CB 43 (B. afzelii), CB 53 (B. burgdorferi sensu stricto) a CB 61 (B.
garinii). Bylo pouzito vzdy 15 klistat na kazdy druh borelie. Negativni kontrola (nymfy bez
infekce) byla spolecné s predchozim pokusem. Po nasati boreliové suspenze z kapilary byly
nymfy opatrné odstranény z podloZniho skla a umistény na samice mys$i C3H/N, aby se
dosaly krvi, coz je nezbytné pro prechod do dal§iho stddia. Nasledné¢ mélo prob&hnout

vySetfeni dospé€lct na pritomnost B. burgdorferi sensu lato pomoci PCR.

3.3.3. Infekce klist’at ponofenim do suspenze borelii

Tento zpusob infekce je vhodny pro infekci larev Ixodes ricinus. Vzdy cca 40 larev
bylo ponofeno do mikrozkumavky s boreliovou suspenzi o koncentraci 10’ bun&k/ml. Byly
pouzity tytéz tii druhy borelii z komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato jako v ptfedchozich
pokusech. Jako negativni kontrolu jsem pouZila larvy ponoifené do kultiva¢niho BSK-H média
bez borelii. Larvy byly v médiu s boreliemi (v pfipad€ negativni kontroly v médiu bez borelif)

inkubovany po dobu dvou hodin pfi teploté 32 °C v termostatu. Nasledné byly larvy omyty
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kratce v 70% ethanolu a poté dvakrat v destilované vodé a nasazeny na mys$i C3H/N kviili
dosati krve. Po pfechodu do dalsiho stadia byly vySetfeny nymfy, a to pomoci PCR stejné
jako v predchozich pokusech.

3.4. Detekce Borrelia burgdorferi sensu lato v infikovanych kliS§t’atech

Detekci borelii v infikovanych klistatech jsem provadéla metodou PCR (polymerase
chain reaction; polymerazova fetézova reakce). Jedna se o reakci, kde dochazi k amplifikaci
(namnozeni) urcitého tseku DNA in vitro v cyklické reakci o tfech teplotnich fazich. Dochazi
k nasyntetizovani velkého mnozstvi kopii urcité vybrané sekvence DNA. Detekce produkti
amplifikace nasledn¢ probiha ptfedevsim pomoci gelové elektroforézy.

Detekce borelii nebyla provaddéna piimo u infikovanych klistat, ale az po jejich
metamorféze do dalsiho stadia. Divody, pro¢ klistata nebyla vySetiena ihned po infekci byly
dva. Prvni divod byl ten, ze v zaZzivacim traktu klistat byla nasata krev, kterd negativné
ovlivituje PCR, coz by mohlo vést k falesn¢ negativnim vysledkim. Druhym dtivodem byl cil

zjistit, jestli dojde k transstadidlnimu pfenosu borelii.

3.4.1. Izolace DNA

Pro izolaci DNA byl pouzit komer¢ni kit JETquick Tissue DNA Spin Kit (Genomed) a
bylo postupovano podle navodu vyrobce. I1zolace DNA z klistat probihala tak, ze klistata
byla umisténa do jamek mikrotitracniho panelu a pod binokuldrni lupou roztrhana a
zhomogenizovana v 30 ul PBS. Vznikld suspenze vyjma pevnych ¢asti byla pfenesena do
mikrozkumavky s 200 pl pufru Tl a 25 pl proteinazy K (¢ = 20 mg/ml). Vzorky byly
inkubovany v termobloku pii teploté¢ 56 °C do druhého dne. Dalsi postup probihal podle
protokolu vyrobce kitu. Vzorky DNA byly skladovany v mraznicce pii — 20 °C.

3.4.2. Polymeriazova retézova reakce
Byl amplifikovan tsek genu pro 16 S rRNA B. burgdorferi sensu lato o velikosti 669

bp. Sekvence pouzitych primert byla nasledujici: 5'-ACG CTG GCA GTG CGT CTT AA-3’
a5’-CTG ATA TCA ACA GAT TCC ACC C-3" (Liebisch et al. 1998). PCR probihala v PCR
zkumavkach v celkovém objemu 20 pl, pficemz k 18 pl Master-Mixu byly pfidany 2 pl
vyizolované DNA (pifipadné 2 pl pozitivni ¢i negativni kontroly).
18 ul Master-Mixu obsahovalo: 12,3 pl deionizované H,O

2,0 ul reakéniho Taq pufru (Generi-Biotech)

1,6 ul 10 mM smési nukleotidi (TopBio)
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1,0 + 1,0 ul 0,01 mM primeri (Generi-Biotech)
0,1 ul Tag DNA polymerazy (Generi-Biotech)
Amplifikace probihala v termocycleru UNO II (Biometra). Po poc¢ate¢ni pétiminutové
denaturaci DNA pfii 94 °C nasledovalo 35 cykla s nésledujicimi teplotnimi fazemi:
- 30 sekund pii 94 °C (denaturace DNA)
- 30 sekund pti 57 °C (annealing = pfipojeni primert na oba konce tiseku DNA)
- 60 sekund pii 72 °C (syntéza komplementarnich vldken DNA)
Produkty amplifikace byly separovany v 1% agar6ézovém gelu a zviditelnény ¢inidlem
SYBR Green.

3.4.3. Gelova elektroforéza

Elektroforéza k detekci produktii PCR amplifikace probihala v 1% agar6zovém gelu.
Ten byl pfipraven z 0,8 g agarézy (Amresco) a 80 ml 10x koncentrovaného TAE pufru (24,23
g tris(hydroxymethyl)aminometanu — TRIS, 5,706 ml 99% CH;COOH, 1,86 g EDTA-Na,,
500 ml H,0). K PCR produktiim byly ptidany 4 pl roztoku interkalacni latky SYBR Green (2
g Ficoll, 100 pl IM TRIS, 10 mg Orange G, 20 pl SYBR Green II (Sigma)). Vzorky byly
naneseny do jamek agar6zového gelu a byla provedena horizontdlni elektroforéza (65 V,
50 mA, 60 minut). Poté byl gel prohlizen pod UV lampou a vyhodnocen, popf.

vyfotografovan.

3.5. Zjisténi schopnosti infikovanych klist’at prenést infekci na hostitele
Bylo nutné zjistit, zda klistata rGznymi metodami infikovana spirochetami B.
burgdroferi sensu lato jsou schopna tuto infekci prenést na dalSiho savciho hostitele. Jako

hostitelé byly pouzity samice SPF my$i C3H/N 8 — 12 tydnu staré¢ (ANLAB Praha).

3.5.1. Schopnost infikovanych kliSt'at jesté pired metamorfézou prenést infekci na
hostitele
Zjistovala jsem, zda u mySi C3H/N, na kterych probihalo dosati klistat po jejich
infekci boreliemi, je prokazatelna boreliovd infekce. Tyto mySi byly cca jeden mésic po
nasavani klistat usmrceny a byla vysetfena jednak pfitomnost protilatek proti boreliim, a
jednak také pomoci PCR detekovéana piitomnost borelii v jednotlivych organech. Vysetfeni
bylo provadéno u mysi, na kterych se dosavaly larvy infikované ponotfenim do suspenze

borelii.
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3.5.2. Schopnost infikovanych kliSt’at po metamorféze nakazit hostitele

Zjistovala jsem také, zda klistata ktera byla infikovana boreliemi a udrzela si tuto
infekci pfes metamorfozu do dalSiho stadia (nymféalniho ¢i dospélého). Pokus byl provadén
jako v pfedchozim ptipad¢ jednak detekci protilatek proti boreliim v mySich sérech, jednak
detekci pritomnosti borelii v jednotlivych organech pomoci PCR. Mysi jsem infikovala
jednak nymfami, které byly infikovany jako larvy ponofenim do suspenze borelii, a to tak, ze
na myS$i bylo umisténo vzdy pét nymf a bylo jim umoznéno plné nasati krve. Déle jsem
infikovala mysi pomoci dospé€lct, ktefi vznikli metamorfézou nymf, které¢ byly infikovany
sanim na infikovanych mysich. Byly nasazeny vzdy dvé infek¢ni samice na myS. Aby mys
piezila sani téchto dvou samic, nebylo jim umoznéno plné nasati krve, ale byly odstranény po
peti dnech sani. Po cca jednom mésici od sani infikovanych klistat (nymf ¢i dospélych samic)

byly my$i usmrceny a vySetfeny.

3.5.3. Detekce infekce v hostitelich
3.5.3.1. Detekce protilatek proti Borrelia burgdorferi

Protilatky proti B. burgdorferi byly detekovany metodou nepiiméa ELISA. Postup byl
shodny jako v kapitole 3.3.1.2. Nasledné¢ vSak byla zvolena jeSt¢ dal$i metoda detekce
protilatek, a to metoda Western-blotting, ktera je oproti metod¢ ELISA citlivé;si.

Western-blotting je metoda, ktera umoziuje prenos elektroforeticky rozdélenych
proteinit z polyakrylamidového gelu na nitrocelulézovou membranu. Nasleduje detekce
rozdelenych proteinli na nitrocelul6zové membrané pomoci protilatek. Polohy proteinti jsou
srovnavany s molekulovym markerem.

Jiz ptipraveny smésny boreliovy antigen byl elektroforeticky rozd€len na jednotlivé
proteiny na gradientovém polykrylamidovém gelu v minisystému Mighty small II (Hoefer
Science Institute). Byl pouzit gradientovy minigel obsahujici 375 mM Tris/HCI (pH 8,8),
0,1% (w/v) SDS a 0 — 0,20% (v/v) gradient glycerolu. Elektroforéza probihala 20 minut pii
napéti 70 V a ptiblizné dalSich 140 minut pii napéti 100 V a proudu 50 mA, nez se proteiny
dostaly do vzdalenosti 0,5 cm od spodniho okraje gelu. Rozdélené proteiny byly pfeneseny
z polyakrylamidového gelu na nitrocelulézovou membranu mokrym zplsobem. Pfenos
proteinti probihal 75 minut pfi proudu 230 mA a napéti 71 V v elektroforetickém zatizeni
Hoefer TE22 (Pharmacia & Biotech). Poté¢ byla z membrany odfiznuta ¢ast, na kterou se
ptrenesl standard molekulovych vah a ¢ast antigenu. Tato ¢ast byla ihned 3 — 4 minuty barvena
roztokem amidocerni (0,1 % amidocerii, 25 % methanol, 10 % kyselina octova), dale

nékolikrat oplachnuta v destilované vodé¢ a odbarvovéna ptes noc v odbarvovacim roztoku (25
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% methanol, 10 % kyselina octova). Tim byla zkontrolovana uspé$nost pienosu proteinli na
membranu.

Zbyléa ¢ast nitrocelulozové membrany byla rozstithana na 5 mm prouzky, které byly
vlozeny na desku se zlabky. Kazdy prouzek byl za stdlého promichavani pfi laboratorni
teploté¢ blokovan 1 hodinu v 1 ml 5 % roztoku suseného mléka v boratovém pufru (BBS —
0,17 M H3BOs3, 26 mM Na;B407 . 10 H,O a 7,5 mM NacCl). Po blokovani nespecifickych mist
byl blokovaci roztok odsat a ke kazdému prouzku byla pfiddna mysi séra v fedéni 1 : 50. Pro
negativni kontrolu bylo pouzito normalni mys$i sérum ve stejném fedéni. Inkubace probihala
pri laboratorni teploté za stalého michani po dobu dvou hodin. Dale byly prouzky 3 x 15
minut promyvany v 3 % roztoku odtu¢néného suSen¢ho mléka v BBS. Poté byla pfidana
sekundéarni protilatka znacena peroxidazou SWAM/Px (SEVAK Praha) v fedéni 1 : 300 a za
stalého michédni nasledovala inkubace dlouha jednu hodinu. Prouzky byly omyty 2 x 15 minut
v 3 % roztoku odtu¢néného susené¢ho mléka v BBS. Pro zviditelnéni vazby protilatky na
antigeny byly poté prouzky umistény do chlornaftolové vyvojky (40 ml 0,5 % Tris o pH 6,8,
10 ml 0,3 % roztok 4-chloro-1-naftolu (SIGMA) v methanolu, 25 pl H,O,). Reakce byla po

objeveni prouzkl zastavena destilovanou vodou.

3.5.3.2. Detekce boreliové DNA pomoci PCR

Provedla jsem také detekci boreliové DNA pomoci PCR v mySich organech, a to
v srdci @ mocovém méchyti. Detekce probihala stejnym zpiisobem jako u detekce boreliové
DNA v klistatech, pouze s mensimi odchylkami v pocatecni fazi izolace DNA.

Pro izolaci DNA z mysSich organti byla pouzita vzdy cast odebraného organu o
hmotnosti 15 — 20 mg. Tkan byla rozstiithana do 200 pl T1 pufru s 25 ul proteinazy K (¢ = 20
mg/ml) a inkubovana v termobloku pii 56 °C do druhého dne. Dal$i postup probihal stejné
jako u izolace DNA z klistat podle protokolu vyrobce kitu. Stejné probihala také amplifikace
useku genu pro 16 SrRNA B. burgdorferi sensu lato a jeho nasledné zviditelnéni

v agar6zovém gelu.
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4. Vysledky

4.1. Infekce klisSt’at Ixodes ricinus sanim na infikovanych mySich

Samice mys$i C3H/N byly s. c. infikovany ceskobudéjovickymi kmeny jednotlivych

druhti borelii. Jednalo se o tyto kmeny: CB 53 (Bbss), CB 43 (B. afzelii) a CB 61 (B. garinii).

Kazdym kmenem borelie bylo infikovano pét mysi. Mysi byly infikovany 100 pl bakterialni

suspenze o koncentraci 10* borelii/ml média. Dalsi tfi mysi byly pouity jako negativni

kontrola, boreliemi tedy infikovany nebyly.

Po cca jednom meésici byla u mysi zjiStovéana protilatkova odpovéd’ na pritomnost

borelii metodou nepitimé ELISA. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 2. Protilatkova odpovéd’ je

vyjadiena vzdy jako hodnota absorbance zmétené na vertikalnim fotometru. Cut off hodnota,

od které byl vysledek povazovan za pozitivni, byl vzdy dvojnasobek hodnoty negativni

kontroly.
Hodnoty absorbance v ELISA testu
CB 53 CB 43 CB 61 kontrola
1 2,581 0,357 0,160 * 0,101 *
2 1,243 0,372 0,371 0,133 *
Mys 3 2,856 0,194 * 0,272 0,108 *
4 0,228 0,313 0,252 -
5 0,244 0,230 0,270 -
PK 3,137 3,166 0,755 2,364
NK 0,098 0,100 0,084 0,086
Cut - off hodnota 0,196 0,200 0,168 0,172

Tab. 2: Pfitomnost protilatek u mysi s. c. infikovanych jednotlivymi kmeny borelii. Vysledky jsou vyjadieny

jako hodnota absorbance pfi vinové délce 490 nm. PK = pozitivni kontrola (monoklonalni Ab proti flagelinu),

NK = negativni kontrola (normalni mysi sérum), * = negativni vysledek.

Témér u vSech s. c. infikovanych mysi byly prokazany protilatky proti boreliim,

piestoze vétSinou byla jejich hladina pomérné nizka.

Nasledné byly na tyto my$i nasazeny nymfy Ixodes ricinus. Po jejich nasati a nasledné

metamorfoze byli vznikli dospélci vySetieni na pritomnost spirochet Borrelia burgdorferi

sensu lato, a to pomoci PCR. Bylo vySetfeno vzdy deset dospélct z kazdé mysi.
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U vSech mysi s. c. infikovanych druhem Borrelia burgdorferi sensu stricto (kmen CB
53) byla prokéazana ptitomnost protilatek proti boreliim, pfestoze u mysi oznacenych ¢islem 4
a 5 byla jejich hladina velmi nizka. Uspé&$nost nakazy nymf Ixodes ricinus, které saly na
téchto mysich, se pohybovala od 20 do 100%. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 3. Celkova
uspésnost infekce klistat sinim na mysich s. c. infikovanych kmenem CB 53 (Bbss) byla

64%.

Mnozstvi infikovanych kliSt’at
Nymfy sajici na mySi | Pritomnost protilatek
Pocet infik./pocet % infikovanych
C3H/N Ccislo u mysi (ELISA)

vySetirenych kliSt’at klist’at

1 + 10/10 100%

2 + 7/10 70%

3 + 9/10 90%

4 + 2/10 20%

5 + 4/10 40%
Celkem: 32/50 64%

Tab. 3: Mnozstvi klistat, ktera se nakazila sanim na mysi s. c. infikované kmenem CB 53 (Borrelia burgdorferi

sensu stricto).

Na Obrazku 1 je vysledek detekce boreliové DNA v klistatech pomoci PCR,
zviditelnény gelovou elektroforézou. Vzorek ¢islo 1 predstavuje pozitivni kontrolu, na kterou
byla pouzita DNA vyizolovana z kultury borelii o koncentraci 10° b/ml (kmen B31 — Borrelia
burgdorferi sensu stricto). Vzorky 2 — 11 piedstavuji boreliovou DNA ziskanou z deseti
klistat sajicich na mysi €. 2, vzorky 12 — 21 pak boreliovou DNA ziskanou z deseti klist’at
sajicich na mysi €. 3. Vzorek 22 je negativni kontrola, kde byla k Master Mixu namisto DNA
pridana destilovana voda.

Obrazek 2 znéazornuje vysledek detekce boreliové DNA v klistatech pomoci PCR,
zviditelnény gelovou elektroforézou. Vzorek ¢islo 1 je pozitivni kontrola (DNA vyizolovana
z kultury Bbss kmene B31 o koncentraci 105 b/ml). Vzorky 2 — 11 piedstavuji boreliovou
DNA ziskanou z deseti klist'at sajicich na mysi ¢. 4, vzorky 12 — 21 pak boreliovou DNA
ziskanou z deseti klist’at sajicich na mysi ¢. 5. Vzorek 22 je negativni kontrola, kde byla k

Master Mixu namisto DNA ptidéna destilované voda.
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Obr. 1: Vysledky vySetieni klistat na ptitomnost Borrelia burgdorferi sensu stricto pomoci PCR. MM =
molekulovy marker, vzorky DNA z klist'at jsou oznaceny ¢isly 2 — 21. Vzorek ¢. 1 = pozitivni kontrola PCR

reakce, vzorek €. 22 = negativni kontrola PCR reakce.

Obr. 2: Vysledky vySetfeni klistat na ptitomnost Borrelia burgdorferi sensu stricto pomoci PCR. MM =
molekulovy marker, vzorky DNA z klist'at jsou oznaceny Cisly 2 — 21. Vzorek ¢. 1 = pozitivni kontrola PCR

reakce, vzorek €. 22 = negativni kontrola PCR reakce.

U ¢tyt z péti mysi s. c. infikovanych druhem Borrelia afzelii (kmen CB 43) byla
prokéazana ptitomnost protilatek proti boreliim. Hladina protilatek byla ale u vSech téchto
mysi velmi nizka. Usp&$nost nakazy nymf Ixodes ricinus, které saly na téchto mysich, se
pohybovala pouze od 0 do 30%. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 4. Celkova Uspésnost
infekce klistat sanim na mysich s. c. infikovanych kmenem CB 43 (B. afzelii) byla pouhych
16%.
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Mnozstvi infikovanych klist’at
Nymfy sajici na my$i | Pritomnost protilatek
Pocet infik./pocet % infikovanych
C3H/N Ccislo u mysi (ELISA)
vySetienych kliSt’at klist’at
1 + 2/10 20%
2 + 3/10 30%
3 . 0/10 0%
4 + 3/10 30%
5 + 0/10 0%
Celkem: 8/50 16%

Tab. 4: Mnozstvi klist'at, ktera se nakazila sanim na mysi s. c. infikované kmenem CB 43 (Borrelia afzelii).

Na Obrazku 3 je vysledek detekce boreliové DNA v klistatech pomoci PCR,
zviditelnény gelovou elektroforézou. Vzorek ¢islo 1 predstavuje pozitivni kontrolu, na kterou
byla pouzita DNA vyizolovana z kultury borelii o koncentraci 10° b/ml (kmen B31 — Borrelia
burgdorferi sensu stricto). Vzorky 2 — 11 ptedstavuji boreliovou DNA ziskanou z deseti
klistat sajicich na mysi €. 4, vzorky 12 a 14 — 22 pak boreliovou DNA ziskanou z deseti

klistat sajicich na mysi €. 5. Vzorek 23 je negativni kontrola, kde byla k Master Mixu namisto

DNA piidana destilovana voda.

Obr. 3: Vysledky vySetteni klistat na ptitomnost Borrelia afzelii pomoci PCR. 13 = molekulovy marker, vzorky
DNA z klistat jsou oznaceny ¢isly 2 — 12 a 14 - 22. Vzorek €. 1 = pozitivni kontrola PCR reakce, vzorek ¢. 23 =

negativni kontrola PCR reakce.
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U Ctyf z péti mysi s. c. infikovanych druhem Borrelia garinii (kmen CB 61) byla
prokazana piitomnost protilatek proti boreliim. Usp&$nost ndkazy nymf Ixodes ricinus, které
saly na téchto mysich, se pohybovala od 0 do 80%. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 5.

Celkova uspéSnost infekce kliStat sanim na mysSich s. c. infikovanych kmenem CB 61 (B.

garinii) byla 44%.
Mnozstvi infikovanych klist’at
Nymfy sajici na my$i | Pritomnost protilatek
Pocet infik./pocet % infikovanych
C3H/N ¢islo u mysi (ELISA)

vySetienych klist’at klist'at

1 B 0/10 0%

2 + 8/10 80%

3 + 4/10 40%

4 + 5/10 50%

5 + 5/10 50%
Celkem: 22/50 44%

Tab. 5: Mnozstvi klistat, ktera se nakazila sanim na mysi s. c. infikované kmenem CB 61 (Borrelia garinii).

Vysledky detekce boreliové DNA v podobé fotografii gelu po gelové elektroforéze
bohushrnuje celkovou tsp Zel nejsou u tohoto pokusu k dispozici.
Tabulka 6 zachycuje uspesSnost infekce klistat Ixodes ricinus spirochetami Borrelia

burgdorferi sensu lato sanim na infikovanych mysich.

Mnozstvi infikovanych klist'at

Pouzity kmen borelie Pocet infikovanych kliSt’at /
% infikovanych kli§t'at
pocet vySetirenych klist’at

CB 53 (Bbss) 32/50 64%

CB 43 (B. afzelii) 8/50 16%
CB 61 (B. garinii) 22/50 44%
Kontrola 0/30 0%

Celkem: 61/150 40,7%

Tab. 6: Shrnujici tabulka uspésnosti infekce klist'at Ixodes ricinus spirochetami Borrelia burgdorferi sensu lato
sanim na infikovanych mysich. Do celkového mnozstvi infikovanych klistat neni zahrnuta kontrola, ale pouze

klistata, ktera sala na mysich infikovanych tfemi druhy borelii.
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4.2. Infekce klist’at Ixodes ricinus ponoienim do suspenze borelii

Larvy Ixodes ricinus byly ponofeny do suspenzi jednotlivych druhii borelii. Byly
pouzity opét tii ceskobudéjovické kmeny, a to kmen CB 43 (B. afzelii), kmen CB 53 (Bbss) a
kmen CB 61 (B. garinii). Na ptitomnost borelii byly po metamorféze pomoci PCR vySetfeny
vzniklé nymfy Ixodes ricinus.

Pokus byl provadén dvakrat, bylo vzdy vysSetfeno 10 nymf z kazdé skupiny, celkem
tedy u kazdého druhu borelie a také u kontroly 20 nymf. Vysledky jsou shnuty v Tabulce 7.

MnozZstvi infikovanych klist'at
Pouzity kmen Pocet infikovanych / % infikovanych

borelie pocet vySetirenych klist’at
CB 53 (Bbss) 13/20 65%
CB 43 (B.afzelii) 8/20 40%
CB 61 (B. garinii) 10/20 50%
Kontrola (médium) 0/20 0%

Celkem: 31/60 51,7%

Tab. 7: Tabulka tUspésnosti infekce klistat Ixodes ricinus ponofenim do suspenzi se tfemi druhy spirochet
komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato. Do celkového mnozstvi infikovanych klistat neni (stejné jako

v pfedchazejicim pokusu) zahrnuta kontrola.

Na Obrazku 4 je vysledek gelové elektroforézy, pomoci které byla detekovana
boreliovd DNA ziskana z klist'at a namnozena pomoci PCR reakce. Vzorek €. 1 je pozitivni
kontrola PCR reakce (boreliova DNA vyizolovana z kultury Bbss, kmen B 31), vzorek €. 2 je
negativni kontrola PCR reakce (destilovana voda). Cisly 3 — 22 jsou oznageny vzorky DNA
ziskané z klistat Ixodes ricinus infikovanych ponofenim do suspenze Borrelia garinii.
Pozitivni vzorky, tedy ty, ve kterych byla detekovana DNA Borrelia burgdorferi sensu lato,
jsou oznaceny teckou. Jedna se o vzorky 6, 9, 12, 13, 16, 18, 21 a 22. Oznaceni jsem zvolila
z toho diivodu, ze na rozdil od piedchazejiciho pokusu, jsou zde prouzky znazornujici

ptitomnost boreliové DNA pomérné slabé.
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Obr. 4: Vysledky vySetieni klistat na pfitomnost Borrelia garinii pomoci PCR. MM = molekulovy marker,
vzorky DNA z klist'at jsou oznaceny Cisly 3 - 22. Vzorek ¢. 1 = pozitivni kontrola PCR reakce, vzorek ¢. 2 =

negativni kontrola PCR reakce.

Fotografie znazornujici vysledky detekce boreliové DNA v klistatech infikovanych
ponoienim do suspenze Borrelia burgdorferi sensu stricto a Borrelia afzelii nejsou bohuzel

k dispozici.

4.3. Infekce klistat Ixodes ricinus sanim z kapilary

Timto zptasobem jsem se pokousela infikovat nymfy Ixodes ricinus. Na saci ustroji byla
nymfam nasazena kapilara se suspenzi jednotlivych druhii borelii. Po naséati boreliové
suspenze z kapilary byla klistata umisténa na mysi C3H/N k dosati krve. Klistata v§ak nebyla
schopna se pfisat na mys, tento pokus tedy skoncil netspésné a klistata se timto zptisobem

boreliemi nakazit nezdafilo.

4.4. Schopnost nakazenych KkliStat Ixodes ricinus prenést infekci na

dalSiho hostitele

4.4.1. Schopnost nakaZenych kliSt’at prenést infekci jeSté pred metamorfézou
Prokazovala jsem infekci boreliemi u mysi, na kterych se dosavaly larvy po infekci

ponofenim do suspenze borelii, a to cca po jednom mésici. JelikoZ byl pokus opakovéan

dvakrat a byly vzdy pouzity tii druhy borelii a negativni kontrola v podobé¢ larev ponotenych

do média bez borelii, bylo k dosati klistat pouzito celkem 8 mysi. Nejprve jsem zjistovala
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pritomnost protildtek proti boreliim metodou nepiima ELISA. Vzhledem k negativnim
vysledkiim jsem pro ovéfeni zvolila citlivéj§i metodou, a to Western-blotting, také
s negativnim vysledkem. Nasledné jsem provedla detekci boreliové DNA v mySich organech
(srdci a mocovém méchyii) metodou PCR. U zadné z mysi, na kterych se dosavaly larvy

infikované ponofenim do suspenze spirochet, se neprokéazala infekce boreliemi.

4.4.2. Schopnost infikovanych kli§t’at po metamorf6ze nakazit hostitele

V tomto pokusu jsem chtéla prokdzat schopnost nakazeni mysi C3H/N pomoci
dospélcti vzniklych metamorféozou nymf nakazenych sdnim na infikovanych mysich.
Vzhledem k nizkému mnozstvi dospélci po metamorféze byl pokus proveden pouze
s klistaty infikovanymi druhem Borrelia afzelii. Na dvé SPF myS$i C3H/N bylo nasazeno po
dvou dospélych samicich. BohuZzel ani jedna z my$i sdni dvou dospélych samic nepiezila.
Schopnost klistat infikovanych sanim na s. c. infikovanych mysich nakazit dal$iho hostitele
tedy z tohoto diivodu prokazana nebyla.

Déle jsem chtéla prokéazat schopnost klistat infikovanych ponofenim do suspenze
borelii po metamorféze v nymfy nakazit SPF C3H/N mySi. Vzledem k omezenému poctu
nymf po metamorféze byl pokus proveden pouze u klistat infikovanych druhem Borrelia
afzelii. K dispozici bylo dvacet nymf, pfi¢emz promotenost boreliemi po vysetieni pomoci
PCR ¢inila 40%. Na ¢tyfi mySi C3H/H bylo nasazeno vzdy pét nymf. Jako negativni kontrolu
jsem pouzila dvé C3H/N mysi. Na obé& bylo nasazeno po péti nymfach prostych borelii. Po
jednom mésici od sani klistat byly mysi usmrceny. V mySich sérech jsem detekovala
ptitomnost protilatek proti boreliim metodou nepiima ELISA. Pfitomnost protiladtek byla
prokazana u dvou ze ¢tyfech mys$i, na kterych saly nymfy se 40% promoienosti boreliemi. U
kontrolnich mysi, na kterych saly nymfy prosté borelii protilatky prokézany nebyly.

Pomoci PCR jsem provedla také detekci DNA borelii ve tkanich mocového méchyie a
srdce, a to u kazdé ze Sesti pouzitych mysi. Vysledky detekce protilaitek metodou nepiima
ELISA a detekce boreliové DNA v mysich orgdnech jsou shrnuty v Tabulce 8.

U obou mysi, u kterych byla prokazana ptitomnost protilatek proti boreliim, byla
zjisténa jejich infekce boreliemi také pomoci PCR. U obou mysi byla prokazana ptitomnost
borelii jak ve tkdni mocového méchyte, tak vsrdci. U jedné zmysi, na kterych saly
infikované nymfy, ale nebyly prokdzany protilatky proti boreliim, byla pomoci PCR zjisténa
pfitomnost borelii ve tkani mocového méchyte. Posledni ze CEtyf mysi, na kterych saly
infikované larvy, se boreliemi nenakazila. U kontrolnich mysi, na kterych saly nymfy prosté

borelii se ptitomnost Borrelia burgdorferi sensu lato neprokazala ani pomoci PCR.

32



Mys C3H/N ¢islo | Nepfima ELISA PeR
Srdce Mocovy méchyr
1 + + +
2 - - +
3 - - -
4 + + +
5 - - -
6 - - -

Tab. 8: Vysledky detekce infekce u mysi na kterych sala kliSata infikovand ponofenim do suspenze B.
afzelii. 1 — 4: myS$i, na kterych sily nymfy infikované B. afzelii. 5 — 6: mysi, na kterych saly nymfy prosté

borelii.

Bylo tedy prokazano, Ze nymfy, které se nakazily v larvalnim stddiu ponofenim do

suspenze borelii, jsou schopné tuto infekci prenést na dalsiho hostitele.
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5. Diskuse

Klistata rodu Ixodes funguji jako ptenaSeCi pro pivodce Lymeské borrelidzy,
sprirochetu Borrelia burgdorferi. Nasaji patogena spolu s krvi infikovaného obratlovce a
prenesou jej na dalSiho hostitele béhem dalSiho sani, kdy spirochety hemolymfou migruji ze
stieva do slinnych zl1az (Donahue et al. 1987).

Preziti v zazivacim traktu kliStat, penetrace pies stievni tkan a tkan slinnych zlaz a
migrace se slinami do hostitele jsou nezbytné kroky v infekénim cyklu patogena a jejich
porozuméni je nezbytné pro dalSi vyzkum Lymeské borreliézy. Proto je dilezité najit
optimalni systém, ktery spolehlivé a reprodukovatelné umozni infekci vétsiho mnozstvi
klistat sprirochetami Borrelia burgdorferi sensu lato. Je vSak obtizné najit vhodnou
laboratorni metodu infekce klistat, a to z toho divodu, ze sani klistat je dlouhy a pomérné

komplikovany proces (Young et al. 1996).

5. 1. Infekce kliStat Ixodes ricinus sanim na infikovanych mysich

Infekce klistat Ixodes ricinus sanim na infikovanych mysich je metoda, kterd se
nejvice podoba pfirozenému zpiisobu infekce. Mnozstvi infikovanych klistat, kterd infekci
ziskala sanim na nakazenych laboratornich zvitatech, se u jednotlivych pokust velmi lisi, a to
od neschopnosti klistat ziskat infekci (Burgdorfer et Cage 1986) az po 100% uspéSnost
(Donahue et al. 1987).

Existuje nékolik zpisobi, jak infikovat hostitele spirochetami Borrelia burgdorferi.
Pro svou praci jsem zvolila s. c. infekci kulturou borelii. Je mozné mysi infikovat také sanim
infikovanych klistat nebo injekci homogenatu z infikovanych klistat (Piesman 1993). Bylo
prokédzéano, Ze laboratorni zvifata infikovana sanim nakazenych klistat, popt. homogenatem
z nakaZzenych klistat, byla pro nésledné sajici klistata vice infek¢ni, pfi¢emz mnozstvi timto
zpusobem infikovanych klist'at rutinné piekracovalo 80% (Piesman 1993). Dlivod, pro¢ mysi
infikované materidlem z nakazenych klistat ¢i pfimo sanim nakazenych klistat jsou pro dalsi
klist'ata, ktera na nich saji, vice infekCni, je ten, ze u téchto mysi chybi odpoveéd’ proti OspA
proteinu (Roehrig et al. 1992). Dal§im diivodem miize byt ovlivnéni hostitele klistécimi
slinami, které zvySuji infektivitu borelii jak pro hostitele, tak pro kliSt’ata, ktera na ném saji
(slinami aktivovany pfenos) (Pechova et al. 2004)

Ve svém pokusu jsem piesto zvolila infekci mysi kulturou borelii, a to z toho divodu,

ze jsem neméla k dispozici klistata definovanym zpiisobem nakazené boreliemi. Zvolila jsem
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také pomémé nizkou davku borelii, ktera byla s. c. aplikovana mysim, a to pouze 10°
spirochet. Nizkd davka borelii byla zvolena ztoho diivodu, aby mysi infekci piezily a
nasledné jesté vydrzely sani dvaceti nymf. Navic neni jisté, Ze pokud by byla pouzitd vyssi
infek¢ni davka, zvysilo by se tim také procento nakazenych klistat. Piesman ve své praci pfi
infekci mysi kulturou borelii pouzil davku 107 spirochet a pii nasledném sani se nakazilo
pouze 28,9% klistat (Piesman 1993). Obavala jsem se také, ze infekce vyssi davkou borelii by
mohla organismus mys$i natolik oslabit, Ze by se tyto mysi potom tézko vyrovnavaly s dalsi

zatézi, kterou predstavovalo sani pomérné velkého poctu pouzitych nymf.

5.2. Infekce kliSt’at Ixodes ricinus sanim z kapilary

Infekce klistat sdnim na infikovaném hostiteli je metoda pomérné €asové naro¢na.
Mysi je nezbytné infikovat cca jeden mésic pred infekei klistat. Navic po umisténi klist'at na
mys$i je téméf nemozné sledovat mnozstvi spirochet, které klistata nasaji (Broadwater et al.
2002).

Sani z kapilary bylo jakoZto metoda umoziujici nakazu klistat patogeny poprvé
popsano Chabaudem a nasledné pouzito také Burgdorferem (Chabaud 1950, Burgdorfer
1957). Od t¢ doby byla tato metoda nekolikrat uspésné pouzita k infekci klistat rodu Ixodes
spirochétou Borrelia burgdorferi (Monin et al. 1989, Hu et al. 1992, Gern et al. 1993, Gern et
al. 1994, Toutoungi et Gern 1993, Hu et al. 1996, Li et Lane 1996).

Mnou infikované nymfy sice suspenzi borelii z kapilary nasdly, nicméné ani pfi
opakovani pokusu klistata nebyla schopna pfisati na myS. Divodem muze byt poSkozeni

saciho ustroji pfi nasazovani kapilary.

5.3. Infekce kliSt’at Ixodes ricinus ponofenim do suspenze borelii

Infekce klistat sanim z kapilary sice podle literatury vede k nakazeni kliStat rodu
Ixodes spirochetami Borrelia burgdorferi (Indest et al. 2001, Broadwater et al. 2002, Fingerle
et al. 2002), jednd se ovsem o metodu pomérné technicky naro¢nou. Navic je to metoda
pouzitelnd jen pro nymfélni stddium a dospélce. Neni pouzitelna pro larvy klistat, a to
vzhledem k jejich malé velikosti. Transstadialni ptenos Borrelia burgdorferi z larvalniho na
nymfalni stadium maé pfitom nejvetsi vyznam v infekénim cyklu této spirochety. Proto bylo
nezbytné najit a optimalizovat také metodu infekce larev Ixodes ricinus (Zhioua et al. 1994).

Metodu infekce klistat ponofenim do suspenze borelii poprvé pouzili Policastro a
Schwan (Policastro et Schwan 2003). Pii ponoteni larev do kultury borelii o koncentraci 10°

bun¢k/ml média ziskali jiz po 45 minutach inkubace pii 32 °C 65% infikovanych klistat. Ve
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své praci jsem zvolila delsi inkubaci klistat v kultivatnim médiu s boreliemi (ta ¢inila 2
hodiny, také pti 32 °C), ptesto jsem ziskala kliStata infikovand pouze v 51,7%. Policastro a
Schwan také prokazali, ze jiz larvy ihned po infekci ponofenim do suspenze borelii byly
schopné tuto infekci pfenést na hostitele. Tuto skute¢nost se mi prokazat nepodatilo, u mysi
nebyly prokazany protilatky proti Borrelia burgdorferi a pomoci PCR nebyla prokazana ani

pritomnost DNA borelii v mySich organech.

5.4. Jiné metody infekce kliSt'at Ixodes ricinus spirochetami Borrelia burgdorferi

V literatufe lze nalézt jesté dalsi metody, kterymi je mozné infikovat klistata
spirochetami Borrelia burgdorferi. Bylo prokazano, ze klistata 1ze infikovat rektalni infuzi
spirochet, ¢i jejich intracoelomickou injekci (Pollack et al. 1991). Pfestoze se timto zplisobem
podatilo spirochety vpravit do téla klistéte, jejich pfeziti v ném a ptenos do dalsiho stadia byly
témét nulové, a to nejspise z toho diivodu, Ze se jednd o pomérné invazivni metody a Casto
dochazi ke zranéni klistéte a k jeho thynu. Navic t€émito metodami jsou sice borelie vpraveny
do téla klistéte, ne vSak do lumen stfeva, kam by se dostaly pfi jejich nasati.

Klistata je mozné infikovat také sanim pies umélé membrany (Young et al. 1996,
Barre et al. 1998, Burkot et al. 2001). Pfiprava membran pro sani klist'at je vSak jednak draha

a jednak také pomérné technicky naro¢na, predevsim z diivodu jejich ¢asté kontaminace.

5.5. Schopnost infikovanych klist’at prrenést infekci na dalSiho hostitele

Ve své praci jsem se pokousela prokazat také to, zda klistata v laboratornich
podminkach infikovand spirochetami Borrelia burgdorferi sensu lato jsou schopna tuto
infekci prenést na dalSiho hostitele. Jak jsem jiz uvedla vySe, na rozdil od Policastra a
Schwana (Policastro et Schwan 2003) jsem neprokazala, Ze larvy infikované ponofenim do
suspenze borelii by pfenesly infekci na mysi, na kterych se dosavaly krvi, coZ je nezbytné pro
jejich prechod do dalsiho stadia. Prokazala jsem ale, Ze nymfy, které vznikly z téchto larev a
jejichz promotenost boreliemi ¢inila 40%, byly schopné infikovat mysi C3H/N. Z divodu
nizkého poctu klistat toto vSak bylo prokazano pouze u nymf infikovanych druhem Borrelia
afzelii.

K zjisténi, zda nakazené nymfy ziskané z larev infikovanych ponofenim do suspenze
borelii jsou schopny ptfenést infekci na dalsiho hostitele, byly pouzity ¢tyfi SPF C3H/N mysi
a na kazdou bylo nasazeno pét kliStat. Je zajimavé, Ze metodou nepiima ELISA u jedné
z mysi nebyla prokazana ptitomnost protilatek proti Borrelia burgdorferi, presto v§ak pomoci

PCR byla u této mysi ve tkani mo¢ového méchyte prokdzana ptitomnost boreliové DNA. To
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dokazuje, ze onemocnéni Lymeskou borreliozou nelze vyloucit pouze na zakladé
nepfitomnosti protilatek proti spirocheté Borrelia burgdorferi (Tylewska et al. 2002).

Z divodu nizkého poctu ziskanych dospélcti po infekci nymf sdnim na infikovaném
hostiteli také nebylo ovéfeno, zda tito dospélci jsou schopni prenést infekci spirochetami
Borrelia burgdorferi na SPF C3H/N mysi. Piesman vsak takto infikovana klistata pouzival

k dalsi infekci laboratornich zvitat (Piesman 1993).

5.6. Detekce Borrelia burgdorferi sensu lato v infikovanych klist’atech

Pro detekci spirochet Borrelia burgdorferi sensu lato v infikovanych klistatech jsem
zvolila metodu PCR. Jedna se o metodu technicky a ¢asové pomérné€ nenarocnou, navic jsem
pomoci této metody byla schopna dokézat piitomnost borelii jiz v mnozstvi 10°. Metoda PCR
je kdetekci borelii v biologickych materidlech, véetné klistat, pouzivana velmi casto
(Schwarz et al. 1997, Kahl et al. 1998). Bylo vSak prokazano, ze latky obsazené v krvi
inhibuji PCR reakci (Schwarz et al. 1997), proto jsem neprovadéla detekci boreliové DNA
piimo u nasatych klistat, ale az po jejich ptechodu do dalsiho stadia. Timto jsem také
prokézala transstadialni pienos borelii. Jedinou nevyhodou byla ¢asova naro¢nost pokusi,

jelikoz prechod klistat z jednoho stadia do dal$iho je zalezitosti tydnli az mésicu.
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6. Zavér

e Podafilo se infikovat klistata Ixodes ricinus riznymi druhy spirochet Borrelia

burgdorferi sensu lato sanim na infikovanych mysich.

e Nezdafilo se infikovat klistata spirochetami Borrelia burgdorferi sensu lato sanim

z kapilary.

e Podafilo se infikovat larvy I ricinus ponofenim do suspenze jednotlivych druhii

Borrelia burgdorferi sensu lato.

e U nymf, které vznikly z larev infikovanych ponofenim do suspenze Borrelia afzelii,

byla prokazana schopnost pienést infekci na dalsiho hostitele.

e Jako metoda detekce Borrelia burgdorferi sensu lato v klistatech byla uspéSné pouzita

PCR.
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8. Seznam pouzitych zkratek
16S rRNA ribosomalni RNA o velikosti 16 Svedbergovych jednotek

AV CR Akademie véd Ceské republiky

Bbsl Borrelia burgdorferi sensu lato

Bbss Borrelia burgdorferi sensu stricto

bp base pair, pary bazi (jednotka délky useku DNA)

BSK-H Barbour-Stoenner-Kelly-H médium

C3H/N oznaceni kmene mysi

CB 53 oznaceni kmene B. burgdorferi sensu stricto

DNA deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina

kDa kilodalton, jednotka velikosti proteinu

LB Lymeska borreliza

OspA outer surface protein A, vnéjsi povrchovy protein A

OspB outer surface protein B, vnéjsi povrchovy protein B

OspC outer surface protein C, vnéjsi povrchovy protein C

PBS phosphate-buffered saline, fosfaty pufrovany fyziologicky roztok
PCR polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce

SAT saliva-activated transmission, slinami aktivovany pienos

s. C. sub cutaneous, podkozni aplikace

SPF specific pathogen free, oznaceni laboratornich zvirat bez urcitych patogenti
TAE TRIS-acetatovy-EDTA pufr

Taq oznaceni polymerdzy z bakterie Thermus aquaticus
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