Jiho&eska univerzita vCeskych Budjovicich

Prirodovédecka fakulta

Vliv delky sani kliStéte I xodes ricinus na pirenos

spirochéty Borrelia afzdlii

Bakal&ska prace

Adéla Chlastakova

Skolitel: Prof. RNDr. Jan Kopecky, CSc.
Konzultant: RNDr. Radek Sima, Ph.D.

Ceské Budjovice 2014



Chlastakova, A., 2014: Vliv délky sani kit Ixodes ricinusna ffenos spirochétBorrelia
afzelii. [Effect of Ixodes ricinusfeeding duration on transmission of the spiroclBsigelia
afzelii. Bc. Thesis, in Czech— 54 p., Faculty of Science, University of SoutbhBmia,

Ceské Budjovice, Czech Republic.

Anotace

Lyme borreliosis is a multisystem infectious diseaaused by tick-borne spirochetes
belonging to theBorrelia burgdorferisensu lato complex. It is generally believed that
tick is attached for less than 24 hours, infecimminlikely because it requires between 36
and 48 hours of attachment fBorrelia burgdorferito travel from within the tick into its
saliva. Nevertheless, there is evidence that treassom to a host may even occur in the early
phases of tick feeding. We investigated the dynanoicBorrelia afzelii transmission by

nymphallxodes ricinudicks with special respect to the first day of tatkachment.
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1. UVOD

Lymeska borelioza (LB) je n&gstjSim c¢lenovei gendSenym onemoénim
v Euroasii a v USA. Prokazatelfi zpusobuji 3 genospecies spirochét nalezici do komplexu
Borrelia burgdorferisensu lato (s.l.) B. afzelij B. burgdorferisensu stricto (s.s.) B.
garinii. Vektorem borelii jsou f@devSim kligata spadajici do rodixodes(Wang a kol.
1999). Vzhledem ktomu, Ze LB je multiorganové opemnini, vyzna&uje se Sirokym
spektrem symptotn koznimi projevy, pipadré doprovazenymi diippkovymi priznaky,
pocinaje a postizenim srdce, nervové soustéviglouba konce (Murray a Shapiro 2010,
Biesiada a kol. 2012).

Lymeska boreliéza je #itelna antibiotiky. | zde vSak plati, &ém drive je zahdjena
antibioticka terapie, tim vyssi je prajmbdobnost Uplného zotaveni se z nemoci. Ne vzdy je
vSak Wasna diagnostika LB, jez se tak&ady diky Sfi svych klinickych giznaki ozn&uje
jako ,novy velky imitator”, mozna (Wormser a koD@, Aucott a kol. 2009).

Ackoliv existuje mnoho kandidatnich vakcin, zaloZényoimo jiné na v#Sich
povrchovych proteinech borekii na proteinech kligte obsazenych v jeho slinach, na trhu
doposud zadna vakcinacena lidem dostupna neni (Schuijt a kol. 2011).rlmdivakcinou,
kterd zatim asgne proSla fazemi I, Il a lll klinického testovani ala v roce 1998 ve
pozckji byla nicmér tato @kovaci latka, ktera po podani série 3 vakémeh davek
poskytovala zhruba 80 % ochranu proti LB, z trhazeha v @sledku obav viejnosti
z vedlejSich tinka a s tim souvisejicim poklesem jejiho prodeje (bvig a Thompson
2007).

Jedinou ochranouied LB tedy #stavaji byt takova preventivni opemi jako
vyhybani se oblastem s vysokym vyskytem tldiS noSeni sstlého ochranného ohieni,
uzivani repelentnichifpravki proti kligatim, modifikace krajiny za &elem snizeni piu
klistat (koseni travy, vyhrazeni prostor pouze pro vgsokwi atd.) a ¥asné odstrami
prisatého klisite drive, nez dojde kignosu borelii (Wright a kol. 2012). Za jak dlouhd o
zatatku sani kligte vSak tato transmise nastava?

VSeobecn rozStenym geswdcenim zaloZzenym nacékolika studiich penosuB.
burgdorferi s.s. z americkych kifat I. scapularis¢i I. pacificusna mys je, Ze k transmisi
borelii kthem prvnich 24 hodin porigati kliSgéte nedochazi a praypodobnost fenosu se

zvysuje s rostouci dobou sani. Maximalignos borelii na hostitele pak nastava mezi 48. a



72. hodinou (Piesman 1993, Shih a Spielman 199%ydé3ea Lane 1995, des Vignes a kol.
2001, Ohnishi a kol. 2001, Piesman a Schneider ,2d0yaard a kol. 2008). Objevily se
vSak i studie tvrdici, Ze k'pnosuB. burgdorferis.l. na hlodavce fize dojit hem prvnich
24 hodin sani kligte (Piesman a kol. 1987, Alekseev a kol. 1996, kalkl. 1998, Crippa a
kol. 2002).

Katgina Perzinova v ramci BtdoSkolské odbornéinnosti dospla k zagru, Ze
klistéte (Perzinova 2008). Stejna problematika byla tématbakaléské prace Jany
Pélenikové, ktera zaznamenala transrmBisiburgdorferi s.s. dokonce po pouhych dvou
hodinach sani a taktéz prokézatétgmnost borelii ve slinnych Zldzach nenaséatycE &ti
(Palenikova 2010). Jerggmeé, Ze fi podobné rychlosti i@nosu by se idasné odstraimi
prisatého klistte mohlo minout &inkem.

Mné byla tato prace, jez té&eSi dynamiku fenosu borelii ze sajiciho k& na
hostitele, zadana zatg€lem bul’ potvrdit, anebo vyvratit vysledky Kaiay a Jany, a tak

aspa trochu gispst k vyjasréni nesrovnalosti s timto tématem spojenych.



2. PREHLED LITERATURY

2.1. Historicky p rehled

V letech 1764 a 1771 navstivil Rev. Dr. John Wakkenostrovi Hebridy zacélem
zjistovani jejich ekonomického potencialu. Ve své zpravadi, Ze na ostrévJura Zije
velky patet ochrnutych lidi v dlsledku onemocmi rozSteného v této oblasti. Vzhledem
k tomu, Ze dale charakterizuje jak symptomy nemtad{, i vektora samotnehoyegfneé se
jedna o prvni detailni popis lymeské boreliozy ($uwenon 1995).

Evropské studie vydavané na konci 19. a naapku 20. stoleti popisuji kozni
manifestace LB &etre rozStujici se kruhovité 1éze objevujici se po kousnofikbvanym
klistétem — erythema chronicum migrans (ECM) (Afzeliu1P Ve 20. letech 20. stoleti
z&inaji byt dale rozpoznavany neurologické probléndgledujici po vystaveni kit
(Garin a Bujadoux 1993).

Uplny popis symptorn LB byl nicméré ziskan az po vypuknuti epidemie
oligoartikularni formy artritidy ve vychodnim Coroteutu, kdy nejvyssi nést giipad byl
pozorovan v lgt a na poatku podzimu. Bylo studovano 3%t a 12 dos@lych ze fti
connecticutskych #st, u nichZ se vyvinula nemoc charakterizovana asyokymi otoky a
bolesti rkolika velkych klouli, obzvlas¢ kolen. 25 % paciefit navic zaznamenalo
rozSkujici secervenou kruhovitou lézi, jezigdchazela nastupu artritickych symptom
jejiz popis odpovidal ECM. Jak seérologické tespk 1 kultivace synovia a synovialni
tekutiny neodhalily v tehdejSi détkznamé agens artritidy, a proto se dbsgk zawru, Ze
nemoc je zfisobena doposud neobjevenyilivpdcem, ktery je fenasertlenovcem (Steere
a kol. 1977a). Protoze 8wze ti zkoumanych rést se jmenovaly Lyme a Old Lyme, bylo
onemockni pojmenované jako lymeska artritida. Jak vS&kywaly stale dalSi symptomy
(nevolnost, Unava, bolest hlavy a zad, neurologipkéize atd.), byl nazev zmén na
lymeskou nemoc (Steere a kol. 1977b).

Predpoklad, Ze lymeska borelioza jéepasSena klistem, vedl ke studiu klf&t
Ixodes scapularisrasbiranych &hem roku 1977 v oblasti vychoélrod feky Connecticut,
kde byla zaznamenana vysoka incidence ECM a lymeskdidy. Z kli¥at se vSak
nepodailo vyizolovat pivodce LB (Wallis a kol. 1978).



V roce 1981 poskytl epidemiolog Jorge Benach WillyBurgdorferovi kligata I.
scapularisnasbirana na ostré\Shelter Island ve staiNew York, coZ byla zaroweoblast
s endemickym vyskytem LB, zac€&lem demonstrace agens hiae Skalistych hor
Rickettsia rickettsii Ackoliv Zzadné ze 44 vySetvanych kligat neobsahovalo rickettsie,
v klistécich stevech Burgdorfer pozoroval mikroorganismy, jejickidirochetalni povahu
posléze potvrdil mikroskopii vtemném poli (Burgfior 1984). To, Ze tato spirochéta,
pojmenovana na est svého objeviteleBorrelia burgdorferj je dlouho hledanym
etiologickych pmvodcem LB, pak bylo prokdzano identifikaci spirdghé&teré byly
morfologicky podobné spirochétam detekovanynixodes scapularisv krvi, ECM a
mozkomiSnim moku lidi s lymeskou nemoci. V séruigrat byl taktéZz zaznamenan
zvyseny titr specifickych antiboreliovych protil&atérid IgM a 1gG (Benach a kol. 1983,
Berger a kol. 1983, Steere a kol. 1983, Waldo &&iP83).

Burgdorfer pozdji svymi dalSimi vyzkumy dokézal, ZergnaSéem LB neni pouze
americké kligt |. scapularis ale i jeho prafjSek, Zijici na zapadnim pid¥i USA, I.

pacificusci evropsky druh kligte I. ricinus (Burgdorfer 1984).

2.2. Lymeska boreliéza

Lymeska boreliéza je n&stjSi nemoci penasSenoulenovci v Euroasii a v USA.
Jednd se o multiorganové onem@dn které prokazatetnzpisobuji ti druhy spirochét
nélezici do roduBorrelia. Borrelia burgdorferis.s. je hlavnim jivodcem LB v Severni
Americe, kdezto &sSina evropskychifpadi je picitanaB. afzeliiaB. garinii (Wang a kol.
1999).

2.2.1. Symptomy

LB je doprovazena celotadou symptori, existuji ale i asymptomatické infekce,
které budou iejme ¢astjSi v Evrog nez v USA (Steere a kol. 2003). Ob&dze tvrdit, Zze
klinické manifestace zavisi do dité miry na druhu borelie, jiz je pacient infikovéd.
burgdorferi s.s zpisobuje pedevSim artritidu.B. afzelii zase napadauki, a je tedy
asociovana zejmeéna s koznimi projevy LB, jako jaotodermatitis chronica atrophicans a

erythema chronicum migran®. garinii je hlavnim givodcem lymeské neuroborelidzy



(Lunemann a kol. 2001, Tijsse-Klasen a kol. 2013).

Klinické symptomy LB Ize rozdit do tii fazi: lokalizovana infekce, diseminovana
infekce a persistentni infekce. Vyskyt jednotlivyiéai se mezi lidmi s LB liSi — uekterych
pacienti se projevi jen lokalizovana infekce, kdezto jinidbu tr@gt pouze pozdnimi
symptomy nemoci, aniz by se u nich objeviljizpaky asociované s lokalizovanau
diseminovanou infekci. TéZ je mozné pozorovat mgioi rozdily v klinické manifestaci
LB, zejména mezi Severni Amerikou a Evropou, cadgeo tim, Ze na obou kontinentech se
vyskytuji odliSné genospecig¢azené do komplexB8orrelia burgdorferis.l. (Steere a kol.
2004).

2.2.1.1.Lokalizovana infekce

Klasickym symptomem prvni faze LB je kozni vyradgthema chronicum migrans
(nebo také erythema migrans), objevujici se zhtuB@ % pacierit 1 — 3 tydny po kousnuti
klistétem obvykle na dolnich k@etinach a trupu. Jedna se o kruhovitou, erytemaiézno
praméru prinejmensim 5 cm, jejiz pmérna velikoskini 15 cm. Nejastji je 1éze bul’ zcela
cervena, anebo jde o prstencovy lem s centralninledgn. Vyrazka &sSinou neboli,
nesvdi a Ehem rEkolika tydmi az nesial spontana vymizi. ECM miZe byt asociovana
s chipkovymi priznaky, jako jsou malatnost, zvySena teplota, bhdisry, svah a klouhs,
ztuhlost Sije ¢i lokalizovana lymfadenopatie (Murray a Shapiro @0NMasudevan a
Chatterjee 2013).

2.2.1.2.Diseminovana infekce

Béhem rekolika dni az tydd po vypuknuti nemoci se borelie cnau Sfit télem
pacienta. Tomu nasudcuje fakt, Ze spirochéty byly vjbéhu diseminované infekce
vyizolovany z krve i mozkomisniho moku, a v malémnaxstvi byly pozorovany ve
vzorcich myokardu, @i sitnice, svalu, kosti, sleziny, jater, mozkoveny a mozku (Duray
a Steere 1988).



VM

NejbéznejSi manifestaci diseminované infekce v Severni Aceejsou mnoheéetné
migrujici erytémy (Obr. 1). Tyto sekundarni ECMatgevuji mimo misto, kde bylorisaté
klist¢, coz je dano &&nim borelii krvi a lymfou. &né postizenymi misty jsou olikj a
dolni kortetiny. Pd@et sekundarnich ECM kolisa od dvou po desitky a l§ze jsou — ve

srovnani s primarni ECM — mensi &t®jSi (Vasudevan a Chatterjee 2013).

Obr. 1: Mnohdetné migrujici erytémy (Aucott a kol. 2009).

Dalsi, més béznou kozni manifestaci druhé faze LB, vyskytujiei gevazr
v Evrogg, je boreliovy lymfocytom. Jedna se o husty lymfidegi infiltrat v kizi a/nebo
podkoZi, jez se klinicky prezentuje jako mathoveny uzlik o piméru nékolika centimetd.
Nejcastji byva lokalizovan na usnim l&lku u ckti a na prsni bradavae prsnim dvorci u
dosglych (Strle a kol. 1992).

Velmi vzacré je bhem druhé faze LB pozorovana lymeska karditida, jez
nejtypictéji manifestuje jako atrioventrikularni blokada (AdMokada) I, II.¢i Ill. stuprg,
doprovazena dusnosti, zawrati, palpitacemi aZz synkopou ¥ipad: Il. a lll. stupré (Dobbs
a Mugmon 2013).

Lymesk& neuroborelioza (LNB) je @gobena diseminaci borelii do nervového
systému a objevuje se zhruba u 10 — 15 % paciemeléenou LB. V Evrop je ¢astym
symptomem LNB Bhem diseminované infekce Bannwadrth syndrom — bolestiva
lymfocytarni meningoradikulitida, kteratrbe ¢i nemusi byt provazena parézami. V Severni
Americe se zase LNB obvykle prezentuje jako metitai jejimz nejtypitéjSim
symptomem je bolest hlavy. H@k&a a meningismus jsowtginou mirnéci zcela chybi.
Castym projevem LNB jsou téz kranialni neuropatiej¥zngjsi je obrna licniho nervu
(Prasad a Sankar 1999, Hildenbrand a kol. 2009).



2.2.1.3.Persistentni infekce

Pokud lymeska boreliéza neni rychle a efektiléena, nastava &sice az roky po
nakaze ieti faze LB zvana persistentni infekce, jejimz &gpSim projevem je lymeska
artritida. Artritida miva monoartikularnii oligoartikularni charakter a postihuje primérn
velké klouby — zejména kolenni a loketni kloubystaeny kloub byva otekly, intensivni
bolest se ale obvykle nedostavuje (Murray a Sha0d®).

Castou klinickou manifestaci pozdni LNB v Severni e&kive je lymeska
encefalopatie, kdeZto v Evréje vzacr pozorovana chronicka encefalomyelitida. Lymeska
encefalopatie je obvykle mirn4 a vyZog se nespecifickymi symptomy, jako jsou poruchy
pantti a soustedni ¢i nespavost. Mohou se vyskytnout i mirné psychpeichy ve form
depresi, podragdosti a paranoii. Encefalopatie je zhusta dopravazehronickym
unavovym syndromem. Chronicka encefalomyelitidafadu Gznorodych piznaka, které
odrazi postizeni mozku, michy, hlavovych a perifdmnernd. Pati mezi & mimo jiné
bolest hlavy, slabost dolnich kietin neboc¢ast&né ochrnuti jedné polovingla (Fallon a
Nields 1994, Prasad a Sankar 1999).

Chronické kozni onemoéni acrodermatitis chronica atrophicans (ACA), aseané
sB. afzelii (Ohlenbusch a kol. 1996), se vyskytuje prilddknEvrops u starSich osob.
V casném zattlivem stadiu se tvid modra@ervené léze s prosaknutim &stbvitou
konzistenci kZe, lokalizované obvykle na distalnictastech koeetin. Nel€ena ACA
nakonec pechazi do pozdni atrofické faze, kdy postupymizi elasticka vlakna a dilatuji
cévy. KiZze se stava tence vi#teu a gipomina cigaretovy papir (Nadal a kol. 1988,
Biesiada a kol. 2012).

2.2.1.4.Syndrom po prathlé lymeské boreli6ze

Nekteri lidé mohou po profané LB I&ené antibiotiky trpt symptomy, které
pietrvavaji nésice az roky po ukaeni l&by. Tyto potize se souhréinoznauji jako
syndrom po prokhlé lymeské boreli6ze (Post-Lyme Disease Syndraemeahrnuji Gnavu,
bolesti sval, kloubi a poruchy neurokognitivnich funkci. Dosud vSak inmsné, zda
syndrom je pimym nasledkem LB¢i zda se jedna otdledek deprese #pobené akutni
infekci (Cairns a Godwin 2005). Rozh@dmatim neexistuje ips\wdcivy dukaz, Zze byB.

burgdorferi perzistovala ve tkanich lidi dénych antibiotiky a koncentrace protilatek proti



boreliim je u spoustythto pacient na hranici detekovatelnosti (Wormser a kol. 2006).

2.2.2. Diagnostika

Lymeskou boreliézu Ize diagnostikovat uZzitifinpych a nefimych metod. Emé
metody jsou zaloZzeny na kultivaci boredii na detekci protein a nukleovych kyselin
specifickych pro borelie molekularnimi metodami. pismé metody jsou postavené na
prikazu specifickych IgM a IgG protilatek v séru ngin@m biologickém materialu (Wright
a kol. 2012).

Ackoliv kultivace Zistava byt diagnostickym standardem ve vyzkumnyakdiith,
neni z mnoho wvoda, jako jsoucéasova narénost, nutnost specialniho meédia nizka
citlivost, uzivana v rutinni klinické praxi. Ro¥h molekularni metody zaloZzené na
polymerazovéetézové reakci (PCR) nebyly Sirocdijpty v laboratorni diagnostice #ir
nizké citlivosti PCR pro detek@&orrelia burgdorferis.l. v krvi a mozkomiSnim moku iiP
provadgni PCR navic existuje riziko faleSrpozitivnich vysledi v dasledku neumysiné
kontaminace vzoikmalym mnozstvim cilové DNA (Aguero-Rosenfeld a. i2§105).

Z vySe uvedenychidodi spaiva diagnostika LB v klinické praxi na demonstraci
antiboreliovych protilatek v séru paciénDle dopordeni amerického Centra pro kontrolu a
prevenci nemoci (CDC) se kdetekci specifickych ti@ek uziva nejprve citlivy
screeningovy test jako ELISA (enzyme-linked immuwrbent assay) nebo IFA
(immunofluorescence assay, Hepa imunofluorescence) a pro potvrzeni pozitivniho
vysledku tohoto testu se dale provadi sp&jBi Western blot (nebo také imunoblot).
Pokud vyjde vysledek screeningoveho testu negatkorfirmani imunoblot neniieba
provadt (Ledue a kol. 1996).

2.2.3. Lécba

Lymeska boreliéza (zejména jeji prvniédstadia) je usgsre |écitelna antibiotiky,
podavanymi bd oralrg ¢i intravendzi. Experti z Infectious Diseases Society of America
doporwuji k lé&be LB antibiotika doxycyklin, amoxicilin, cefuroximxatil, ceftriaxon,
cefotaxim nebo penicilin G. O tom, jaké antibiotiktbude danému pacientovi podavano,
rozhoduji takové faktory jako klinické projevy LBgk pacienta, fipadné &hotenstvici
laktace. Nafiklad kl&bé ECM a boreliového lymfocytomu se uZivaji doxycykli

amoxicilin ¢i cefuroxim-axetil. Doxycyklin by se nicmémentl predepisovat ghotnym



nebo kojicim Zenam asttm mladsim 8 let.Casna LNB je zase (&g léena podavanim
ceftriaxonu, cefotaximdi penicilinu G.

Podavani antibiotik osobam trpicim syndromem pddri@ lymeské boreliéze se
nedoporduje, nebd zatim nebylo prokazano, Ze by antibioticka terdyyie v tomto pipact

acinné (Klempner a kol. 2001, Wormser a kol. 2006).

2.3. KliStata

Klistata jsou krev sajici ektoparaziti suchozemskych attiral vcetns
obojzivelnild, plazi, ptaki a savé@ nalezejici dofiSe ziva@ichové (Animalia), kmene
¢lenovci (Arthropoda), podkmene klepitkatci (Chelate), tidy pavoukovci (Arachnida),
podtidy rozta&i (Acari), fadu Parasitiformes a ptatlu kli§atovci (Ixodida). Pothd
klistatovci se déle di na 3celedi — Nuttalliellidae, kli&koviti (Argasidae) a kif&toviti
(Ixodidae) (Black a Piesman 1994). Reledi Nuttalliellidae pdt jediny druh —Nuttalliella
namaqua jez nese rysy jak kifgakovitych, tak i kliatovitych (Mans a kol. 2011). Zastupci
celedi Kligatoviti (,tvrdd" kli%ata, angl. hard ticks) jsou charakterizovatitgmnosti
chitinizovaného Stitku (scutum) nabletni stras téla. Klistaci neboli ,nmekkd" klistata
(angl. soft ticks) toetni Stitek nemaji, namisto toho celé jejilh pokryva nékky kozovity
obal zvany integument. ,Tvrda“ a gkka" klistata se liSi i zfisobem, jakym saji krev.
Klistatoviti v kazdém svém vyvojovém stadiu saji pougdnpu velké mnozstvi krve
(zhruba 100nasobek hmotnosti jejicéta), a to po porrné dlouhou dobu &olika dnmi az
tydni. Prebyt&nou vodu z nasaté krve vylji zpst do hostitele fes slinné Zlazy. Kli&ci
saji opakovath malé mnozstvi krve (zhruba 2 — 10 nasobek hmatijggth t¢la) a délka
sani se pohybuje ’Madech gkolika minut az hodin. Nadbyea tekutina je sekretovana
koxalnimi Zldzami (Mans a kol. 2011).

Do celedi kligakoviti spadaji 4 rody -Argas Carios, Ornithodoros a Otobius
M eékka" klistata z rodu Ornithodoros jsou vektory pinejmensim 13 druh borelii
asociovanych s navratnou hékeu. Do ¢eledi kligatoviti jsoufazeny rodyAmblyomma
AnomalohimalayaBothriocroton CosmiommaDermacentor HaemaphysalisHyalomma,
Ixodes Margaropus NosommaRhipicentora RhipicephalugHorak a kol. 2002). Zejména
rod Ixodes zahrnuje celouadu genasSéu vira, bakterii a prvok, zpisobujicich takova

infekéni  onemocwni, jako jsou lidska granulocytarni anaplasmoézaivéd lidska



granulocytarni ehrlichi6za), lidsk& monocytarniliehidza, lymeska boreliéza, tularémie, Q
horetka, kli¥ova encefalitida¢i babezi6za (Parola a Raoult 2001, Charrel a k6042
Hunfeld a kol. 2008).

Hlavnimi vektoryB. burgdorferis.l. jsou kligata nalezejici do komplexixodes
ricinus —I. scapularis(diive I. dammin) na stedozépaél a severovychadUSA, |. pacificus
na zapadnim pdbzi USA,I. ricinus v Evrog a |. persulcatusv asijském RuskuCing a
Japonsku. Titort prenasSeéi se nevyznéuji striktné druhovou specifitou, naplxodes ricinus
je vektorem vSechtit druhi borelii patogennich prélovéka, tedyB. burgdorferis.s.,B.
garinii aB. afzelii | dalsi kli¥ata z rod AmblyommaDermacentorHaemaphysalidxodes
a Rhipicephalusspolu s krevsajicim hmyzem se podili na udrzo@onelii v girodé a

piilezitostré na jejich genosu n&lovéka (Wang a kol. 1999).

2.3.1. Klist¢ obecné lkodes ricinu}

Klist¢ obecné je rozto nalezici do celedi

klistatoviti (Ixodidae), ktery je hlavnim ipnasSéem L
W

lymeské boreliézy v Evrap

Telo kliSttte se sklada z hlavové casti
(gnathostoma) a z vlastnih@la (idiosoma) (van der
Hammen 1983). Hlavov&ast je tvéena pedevSim

hypostomem pokrytym dozadu &emymi zoubky.

V ryhach po stranach hypostomu jsou usmiétpedipalpy
a chelicery. Kdyz se chce kipiisat na hostitele, vysune ~ Obr. 2: T vyvojova stadi

klistéte Ixodes ricinus Zleva
chelicery, kterymi se zachyti v pokozce. Timto larvy, nymfy a dosfla samic

prichycenim dojde k natrzeni pokozky. K&Shasled (Gilbert a kol. 2014).
zatne zatahovat chelicery &p ¢imZ do ranky vtlai hypostom (Richter a kol. 2013). Sliny
vylucované sajicim kligtem vytvai v okoli hypostomu cementovou vrstvu, kterd brani
vyjmuti KkliS&te (Stewart a kol. 1998). Satwe se vyznauji pritomnosti velkého tvrdého
Stitku (scutum), ktery pokryva celou dorzatdst jejich &éla. U samiek a nymf Stitek saha
pouze do 1/3¢ta (van der Hammen 1983).

Zivotni cyklus klis¢te obecného zahrnujdi tvyvojova stadia: larva, nymfa a
dosglec (imago) (Obr. 2). Kazdé stadium saje krev pgedaou po dobudkolika dni. Po
nasati kli%t z hostitele odpada a skryté ve vegetaci prochagiammorfézou na dalSi

vyvojové stadium. Dosfhi samci krev nefijimaji. Jejich jedinym poslanim je oplodnit
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samici v okamziku, kdy saje na hostiteli. Opl&da nasata satka poté odpadne, naklade
zhruba 1000 — 3000 vagk, ze kterych se pogjil vylihnou larvy, a uhyne. Cely cyklus trva
priblizné rok (Gray 1998).

Klistata napadaji celowiadu teplokrevnych a studenokrevnych obratiowcetns
hlodavd, jeStrek, ptaki, jezki, zajidi, veverek, vysoké z¥e a hospodékych zviat.
Sestinohé larvy a osminohé nymfy saji na hosthelisech velikosti od malych sdve
ptaki az po kopytnatce, kdezto deékp vyvojova stadia se krmi vyloe na &tSich
zviratech, jako jsou vysokéa &va dobytek (Medlock a kol. 2013).

Klisté obecné aktivé vyckava v tra¥ ¢i jiné vegetaci, dokud se v jeho bezpredhi
blizkosti neobjevi hostiteCas vhodny k vikavani a fitomnost hostitele klf&tim indikuji
swtlocivné buiky a dale Hallaiv organ umisiny na chodidlech prvniho paru nohou
(Medlock a kol. 2013, Gilbert a kol. 2014).

Lokality, které kli¥ata obyvaji, jsou determinovany citlivosti Ka$ k vysychani
béhem neparazitickych fazi jejich Zivotniho cyklu {kgvani na hostitele, metamorfézy,
kladeni vajéek) a také dostupnosti vhodnych hostitdkodes ricinusmize @ezit pouze
v oblastech, kde relativni vihkost vzduchu neklpsd 80 %, jako jsou listnaté a jeinaté
lesy, wesovisg, louky, pastviny a i#stské parky (Gray 1998, Medlock a kol. 2013).

Kli5té obecné je rozEné po celé Evrapod Irska az po Ural a od severniho Svédska
az po severni Afriku (Medlock a kol. 2013). V gaané dob dochéazi v dsledku oteplovani
klimatu k posunuxodes ricinusdo severgjSich oblasti Evropy a do vySSich nadskych
vySek (Gray a kol. 2009).

2.3.2. Slinami aktivovany fenos patogan(SAT)

Prisati kliSéte by normald u hostitele v @sledku poSkozeni epidermis a krevnich
cév vyustilo v kontrakci cév, aktivaci koagéa kaskady a ve vytweni zagtlivé odpowdi.
Klist¢ by nedokazalo doka@it sani a byla by vyraznnaruSena jeho Zivotaschopnost a
schopnost reprodukce. Kfgta vSak mohou, navzdory této rejekreakci hostitele, ugpns
sat po dobu ¢kolika dni az tydn, neba jejich sliny obsahuji celotadu farmakologicky
aktivnich latek s antihemostatickymi (vazodilatgtanhibitory agregace krevnich destk,
antikoagulanty, fibrinolytické faktory), protizétivymi a imunomodul&nimi &inky
(Kazimirova 2008). Bylo prokazano, Ze latky obsa@ea slinach kligte zarové usnaduji
pienos, peziti a mnoZeni dkterych patogein prenasSenych kif&aty v hostiteli. Tento

fenomén se ozwaje jako slinami aktivovanyipnos (SAT) a jehoifmym dikazem je
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zvySena infektivita patogena po jeho inokulaci s# slinamti extraktem ze slinnych Zlaz
ve srovnani s inokulaci patogena samotného. Zémgpikaz SAT efektu je povazovan
neviremicky penos patogenmezi nakazenymi a nenakazenymi tdiy spol€né sajicimi
na jednom hostiteli (Nuttall a Labuda 2004). SAT jbgprvé rozpoznan u arboviru Thogoto
a klistte Rhipicephalus appendiculat@dones a kol. 1989). Od té doby byirpo i negimo
pozorovan u celéady patogei a jejich vektodl véetre |. ricinus a B. afzeli{Pechova a kol.
2002), 1. ricinus a B. lusitaniag(Zeidner a kol. 2002) & ricinus a B. burgdorferis.s.
(Mach&kova a kol. 2006).

2.4. Borelie

2.4.1. RodBorrelia

Borrelia je rod gramnegativnich bakterii nalezici spolueslitinsky vyznamnymi
rody Treponemaa Leptospirado faddu Spirochaetalesiidy Spirochaetes, kmene spirochéty
(Spirochaetae) a domény bakterie (Bacteriadkt®ré z drubi paticich do roduBorrelia
(nagr. Borrelia recurrentis B. duttonj B. hermsiia B. turicatag jsou pivodci navratné
horetky, onemoctni charakterizovaného opakovanymi epizodami ¢igr@ nespecifickych
symptonii, jako jsou bolest hlavy, swah klouhi (Dworkin a kol. 2008). Lymeska borelioza
je asociovana s borelierrazenymi do komplex®. burgdorferis.l., ktery v sotiasné dob
¢ita prinejmensSim 20 spirochetalnich diufgenospecies). Totéislo vSak pravébodobr
neni konéné, neb6 jsou stale popisovany nove druhy. 12 genospeciksimplexu B.
burgdorferi s.|. se Fejm¢ vyskytuje pouze v EuroasiiB( afzelii B. bavariensis B.
finlandensis B. garinii, B. japonica B. lusitaniag B. sinicg B. spielmanij B. tanukii B.
turdi, B. valaisianaa B. yangtzg kdezto 4 dalSi druhyB( americana B. andersonii B.
californiensis a B. kurtenbachi) se nejspiS nachazi vyhradwv Severni Americe.B.
burgdorferi s.s.,B. bissettiia B. carolinensisjsou gitomny jak ve Starém, tak i v Novém
swté (Baranton a kol. 1992, Canica a kol. 1993, Kawalaakol. 1993, Marconi a kol. 1995,
Fukunaga a kol. 1996, Le Fleche a kol. 1997, Wanrkpla 1997, Postic a kol. 1998,
Masuzawa a kol. 2001, Richter a kol. 2006, Postola2007, Chu a kol. 2008, Margos a
kol. 2009, Rudenko a kol. 2009a,b, Margos a koL@ @asjens a kol. 2011, Rudenko a kol.
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2011). V nedavné debbyl v Chile objeven jihoamericky genospecies taktélezejici do
komplexuB. burgdorferis.l. —B. chilensiqlvanova a kol. 2014).

Z vySe uvedenych 20 genospecies lymeskou borelpyplkazateld zpisobuji B.
burgdorferi s.s.,B. afzeliia B. garinii (Wang a kol. 1999). Patogenni potencial by vSak
mohly mit iB. valaisiang B. lusitaniae B. spielmaniia B. bissettij neba’ jejich DNA byla
vyizolovana ze vzork ziskanych od pacieintse symptomy LB (Rijpkema a kol. 1997,
Collares-Pereira a kol. 2004, Diza a kol. 2004Cdevalho a kol. 2008, Fingerle a kol. 2008,
Rudenko a kol. 2009c). Vzhledem k tomu, BEebavariensige blizce pibuznaB. garinii
(Margos a kol. 2009) B. finlandensige zase blizcetfbuznéB. burgdorferis.s. (Casjens a
kol. 2011), i tyto dva nedavno rozpoznané genoggday mohly byt potencialnimiigodci
LB.

2.4.2. Morfologie

Borelie jsou gramnegativni,
motilni spirochéty o délce 10 — 30 um
a Sfce 0,2 — 0,5um, jeZ svym tvarem
piipominaji plochou vinu se zhruba 3
az 10 pravidelnymi zavity vzdalenymi
od sebe 2,2um (Obr. 3) (Aguero-
Rosenfeld a kol. 2005, Dombrowski a
kol. 2009). Morfologie spirochét tie

byt nicmérk in vitro pozmeEnéna

Obr. 3: Morfologie spirochéty B. burgdorfer

vreakci na minici se kultivani (imunofluorescetni mikroskopie) (Kupka a ko
2007).

podminky. Napklad @i zmeéné pH,
vystaveni buék antibiotikim, ve starnoucich kulturach atd. nastava formace tz
membranovych pupén(blebs), které obsahuji spirochetalni povrchow@giny i linearni a
cirkularni DNA (Barbour a Hayes 1986, Miklossy d.k2008). Za nefiznivych podminek
(nedostatek Zzivin, #itomnost rkterych antibiotik) mohou borelie t¥id nepohyblivé
cystické formy, které jsou schopniejt zpst ve vegetativni bitky (Murgia a kol. 2002).
Borelie jsou obaleny amorfni slizovou vrstvou (Stva), tvdenou glykoproteiny.
Pod Svrstvou se nachazi &8 membrana, kterd sestava zé vrstev — vnitni
peptidoglykanové, gedni lipopolysacharidové a &8i lipoproteinové. Vi§Si membrana je

odklena periplazmatickym prostorem od cytoplazmatickéeembrany na povrchu
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protoplazmatického cylindru, ktery obsahuje cytapla a genom. Periplazmaticky prostor
ukryva 7 — 11 periplazmatickychdiki nebo také axialnich filament, které se vypinajzime
obéma konci buiky z bazalnich disk umistnych v cytoplazmatické membrgna obtéi
télo borelie pod viySi buré¢nou stnou (Barbour a Hayes 1986, Bartk 2006). Axialni
filamenta borelii jsou struktuénpodobna kiikam jinych bakterii. Kazdé filamentum méa 3
¢asti: motor, h&ek a béikové vldkno, které se sklad& z majoritniho 41 ldbateinu FlaB
(flagelin B) a minoritniho 38 kDa proteinu FlaA gflelin A). U tSiny spirochetalnich
druhi vytvai FlaA obal, ktery obklopuje jadro tiené FlaB. Kromd umozreni pohybu ve
dvou fyziologicky odliSnych prostdich (vektor, hostitel), které borelieshem svého
enzootického cyklu prostlaji, hraji béiky také dilezitou roli v udrzovani busgného tvaru.
Bunky nesouci mutaci v gerftaB negipominaly plochou vinu, nybrz &y tyc¢inkovity tvar
(Dombrowski a kol. 2009, Charon a kol. 2012).

Borelie jsou mikroaerofilni, vysoce nutné narané bakterie, které se kultivuji
v riznych modifikacich BSK (Barbour-Stoenner-Kelly) me&édBézré se napiklad pouziva
BSK-H médium dopléné 6% krakim sérem. Genetai doba #istu borelii vtomto médiu
pii 37 °C je cca 12 hodin (Pollack a kol. 1993).

Spirochéty Ize pozorovat vtemném poli, ve fazovékontrastu, uzitim
fluorescernich mikroskopickych technik, &telné mikroskopie po impregnacitistrem

nebo elektronové mikroskopie (Aguero-Rosenfeld laZ@05).

2.4.3. Genom

Genom borelii je jednim z nejkomplej$ich bakterialnich genaimGenomBorrelia
burgdorferi (americky kmen B31) se sklada z velkého linearrdhmmozomu a dale z 12
linearnich a 9 cirkularnich plazniid

Chromozom je tvien 910 725 pary bazi (bp),tuonérny obsah GCini 28,6 %.
Obsahuje fiblizn¢ 853 kodujicich sekvenci, jejichzugmnérné velikost je 992 bp. Celkem
kodujici sekvence —&Sinou se jedna o provozni (housekeeping) genjedgtavuji 93 %
chromozomu.

Velikost plazmidi se pohybuje od 9 do 62 kbp a obsah GC lezi v raz@@&7 % -
31,6 %. Plazmidy nesou cca 670 fanich geri, z nichZz rkteré koduji lipoproteiny
diferencial exprimované na \jiSi membran borelii kthem jejich Zivotniho cyklu (ndp
OspA, OspB, OspC, OspD, OspE, OspF, BbyISE) (Fraser a kol. 1997, Casjens a kol.
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2000). Bhem kultivacein vitro miZe dojit ke ztrat jednohoc¢i vice plazmid, coZ sice
nema vliv na mnozeni bakterii v kuley ale tato udalost ide vést ke snizenii ztrag
infektivity nékterych klori v zavislosti na tom, jaké plazmidy zrovna postjg¢Rurser a
Norris 2000). Vyjimkou je plazmid cp26, ktery jeeesialni pro iist boreliiin vitro a jehoz
ztrata nikdy nebyla pozorovana. Nese totiz gesT kodujici enzym nezbytny pro replikaci
chromozomu a linearnich plazniida moznd i dalSi geny nepostradatelné pso borelii. Je
proto také mkdy ozn&ovan jako minichromozom (Byram a kol. 2004). Zmé& mnoZzZstvi
plazmidové DNA jedstavuji pseudogeny a nekodujici sekvence, coiédiage
skute&nosti, Ze gkteré plazmidy by se mohly nachazet ve fazi ryahieyvoje.

Geny a pseudogeny vytttavelké mnozstvi rodin paralognich genKompletni
genom obsahuje 161 takovych rodin, z nichz 107 mgblrginejmensim jeden plazmidovy
gen. Velikost rodin se pohybuje vrozmezi od po@zeélend az k 41 ¢lenam. Byly
pozorovanycetné vynény sekvenci DNA mezi plazmidy &egmeé téZ dochazi k vygnam
useki DNA mezi plazmidy a pravym koncem chromozomu (€asja kol. 2000).

B. burgdorferi nema schopnost syntetizovat aminokyseliny, nuldgptmastné
kyseliny a kofaktory enzyf neba’ geny kodujici enzymyéthto biosyntetickych drah byly
pravdpodobré ztraceny Bhem koevoluce spirochét s vektorem a hostitelermilsi toho
nese borelie 52 génkteré kdduji proteiny transportujici a/nebo védajacharidy, peptidy a
aminokyseliny. Energii paB. burgdorferiziskava progednictvim glykolyzy a fermentace
cukni na kyselinu mlénou, protoZe postrada i geny pro komponenty negoltprovadni
Krebsova cyklu a oxidativni fosforylace. Tento fagkkonzistentni s mikroaerofilni povahou
borelii (Brisson a kol. 2012).

2.4.4. Zivotni cyklus

Borelie maji komplexni Zivotni cyklus (Obr. 4), &nci rehoz cirkuluji mezi
vektorem ¢lenovcem) a hostitelem (obratlovcem). NgjhsjSim vektorem jsou
klistata rodulxodes Rezorvoarovi hostitel®. burgdorferi¢itaji Sirokou Skalu ptdch a
savich druli (Kifupka a kol. 2007). Ze spousty genospecies naleidckomplexuB.
burgdorferis.l., B. burgdorferis.s.,B. afzeliiaB. garinii jsou hlavnimi druhy zjsobujicimi
LB. Principialnim rezervoarem. burgdorferis.s. jsouizné druhy hlodawvg ale je schopna
infikovat i zajicovce a ptaky. Ptaci by krémdrzovani LB v pirod€ mohli hrat i extrémaé
dulezitou roli v @enosu spirochét do novych oblasti, kdedbim Zzivotni cyklus borelii

nebyl pozorovan. RezervoareBy garinii jsou obec# ptaci, kdeztoB. afzelii vyuziva

~ 15 ~



jakoZto rezervoaroveé hostitele hlodavce (Piesm&ohavan 2010).

Zivotni cyklus kliséte zahrnuje 3 stadia — larva, nymfa a dtsp Kazdé zdchto
vyvojovych stadii (u dosiici jen samika) saje krev pouze jednou. Larvy se mohou
infikovat B. burgdorferibéhem sani na nakazeném hostiteli a udrzet si infplchasati,
odpadnuti a metamorféze do dalSich stadii (tzwsstadialni fenos) (Radolf a kol. 2012).

K transovarialnimu fenosu (tedy f&nosu borelii z infikované samicaep vajéka na
potomstvo) s neptsSi pravépodobnosti ubec nedochazi (Schoeler a Lane 1993, Matuschka
a kol. 1998, Rollend a kol. 2013). Rami co-feeding neboli sousani larev s nakazenymi
nymfami na jednom hostiteli nehraje v infekci lay burgdorferitak dilezitou roli jako
transstadialni i@nos (Richter a kol. 2002)¢koliv sousani samotnérgmeé je schopno
zachovat enzooticky cyklus borelii vippde (Ogden a kol. 1997). Infikované larvy pak p
sani krve penaSeji spirochéty na kompetentni rezervoarovétéles{hlodavci, ptaci), na
nichz se nasle@gnmohou krmit jiné, nenakazené larvy. Dégpkli&ata obec# nejsou
dulezit4 pro udrZzovani borelii ipodk, neba saji redevSim na&tSich zvfatech (nap na
vysokeé z¥ii), ktera jsou ale nekompetentnimi hostitli burgdorferi Na ¢lovéku, jenz je
povazovan za koaého hostitele, mohou sat larvy, nymfy i délsp ale za penos LB jsou

ve tSing piipadi zodpowdné nymfy (Radolf a kol. 2012).
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Obr. 4: Zivotni cyklusB. burgdorferi(Radolf a kol. 2012).

Borelie, jimiz se infikovala larva dnem sani na nakazeném hostiteli, kolonizuji
strevo klistte, které pak istava byt infikované dhem néasledujicich metamorfoz larvy
v nymfu a dosplce. SfeniB. burgdorferitélem kliSgte ma zejme dvé faze. Rijem krve na
pocatku prvni faze spousti intenzivni mnozeni spirbsieésteve nakazené nymfy —éhem
prvnich 48 hodin sani se & borelii mize zvysit az SestinasohnRychle se replikujici
spirochéty vytvei si’ nemotilnich organisf) jez postupé diky své 0zké asociaci
s diferencujicimi se, hypertrofujicimi a adlgiicimi se epitelialnimi bokami postupuje
k bazolateralnimu povrchuistniho epitelu. Ve druhé fazi diseminace se z nimich
spirochét stavaji motilni, invazivni bakterie, i@emikaji ze $eva a migruji hemolymfou do
slinnych Zlaz, odkud jsou pak spolu se slinami inokany do pokozky hostitele (Dunham-
Ems a kol. 2009). Vyrazné zvysSenicpo spirochét ve slinnych Zlazach bylo pozorovano 48
— 60 hodin po p&atku sani nymf. Tentdasovy interval se shoduje s faktem, Ze maximalni
pienos borelii ze sajiciho kl&¢ na hostitele nastava mezi 48. a 72. hodinou Vitpses a
kol. 2001, Piesman a kol. 2001).

Ve stevech nenasatych kit exprimuji borelie na \W8i membras vngjsi
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povrchovy protein A (OspA) (Yang a kol. 2004), jimé vazi k receptoru TROSPA (tick
receptor for OspA) exprimovanémuitkami stevniho epitelu. Interakce OspA-TROSPA je
nezbytna pro usiSnou kolonizaci kligcich stev boreliemi, a tak i proipziti spirochét (Pal
a kol. 2004). Jak kli&tzaine sat krev, dochazi ke snizeni exprese OspA a PROS
naopak nastava up-regulacej@ho povrchového proteinu C (OspC). Tatoémanje, kron
piijmu krve, dale regulovana teplotou — spirochétyramovaly OspC i 32 — 37 °C, ale ne
pii 24 °C (Schwan a kol. 1995). Down-regulace OspAebion umozuje opustit gevo a
migrovat do slinnych Zlaz. Zde borelie vazi na e@rpvany OspC Salpl5, proteidifpmny
ve slindch kligtte a prvni zndmy SAT faktor, ktery inhibici aktieaa proliferace CD4+ T
burgk Kklistatim usnaduje dokorit sani na hostiteli. Navazany Salpl5 poskytuje
spirochétam jak ochranu proti baktericidnim proktidén, tak i proti zabiti
zprostedkovanému komplementem hostitele (Ramamoorthi la 2@05, Schuijt a kol.
2008).
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. CILE PRACE

Urcit dynamiku genosu spirochétBorrelia afzeliina hostitele v zavislosti na délce sani

klistat Ixodes ricinus

Posoudit pipadny vliv p@&tu sajicich klisat na prav8podobnost transmise borelii na

hostitele.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. My5i

V pokusu byly uzity samice inbredniho kmene C3H/Hgharles River
Laboratories, Sulzfeld, &necko) std 6 — 8 tydrmi. MysSi byly chovany ve zinci
Parazitologického Ustavu AWCR vCeskych Budjovicich za standardnich podminek,

krmeny granulovanou s¥si pro hlodavce a napajeny sterilni vo@dallibitum.

4.2. KliStata

V experimentu byly uzZity larvy a nymfixodes ricinusz chovu Parazitologického
ustavu AVCR v Ceskych Budjovicich.

4.3. Borelie

K infekci larev byly pouzity spirochétorrelia afzelii(malo pasaZzovany kmen CB-
43) (Stpanova-Tresova a kol. 2000). Borelie byly kultivayay BSK-H médiu (Sigma-
Aldrich) se 6 % kraliiho séra a 1 % s¥mi antibiotik pro borelie (Sigma-Aldrich)ip34 °C.

4.4. Infekce nymf Borrelia afzdlii

Nymfy infikovanéBorrelia afzeliimi byly poskytnuty RNDr. Radkem Simou, Ph.D.
Presto pro Uplnost alespoe strénosti popisi postup pouzity k jejich ziskani. Nasmyjimz
byla subkutan& inokulovana davka 1xftorelii a naslednhbyly ponechéany 1 wsic pro
rozvinuti infekce ve z#inci Parazitologického Ustavu AUR, bylo nasazeno cca 100 larev
na mys. Po nasati byly larvy uchovavaiiytpplot 25 °C a relativni vihkosti vzduchu 80 %
az do jejich metamorfézy na nymfy. Profenost reprezentativniho vzorku nymf byla

zjistovana klasickou PCR 1.
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4.5. Nasazovani nymf na mysi, jejich vyjimani a pitva mgi

VSem mySim byla natbetu holicim strojkem oholena srst a na oholendontigl
nasledd pomoci lepidla a naplésvé lepici pasky fpevren klobowek (viz Obr. 5). Do
klobouwku kazdé mysSi bylo pinzetou viozeno 10 nymf. Pouz2 hodinovéhatasového
intervalu byl péet vkladanych nymf zvySen az na 14, aby se zajist#ini co nejtSiho
poctu klig'at. Po nasazeni nymf byl klohimk uzaven vickem a klece (kazda obsahovala 5
mysi, tedy kazda klecit{sluSela jednomu intervalu) byly umisy do vanéek s vodou, aby
se zamezilo fipadnému felézani uniklyjch nymf mezi mySmi denymi do tiznych
¢asovych intervdl. 2 hodiny, 12 hodin, 24 hoditi 72 hodin od nasazovani kit na mysi
byly nymfy vyjmuty pinzetou a uchovavany v mrazasti - 20 °C az do izolace DNA
nasledované klasickou PCR¢iL2. Na nymfy, které nebylo mozné odstranit piozetbyl
nanesen jodisol (SpofaDental a.s.). Klotlogu stejré jako vanéky s vodou byly po dobu
jednoho tydne od nasazovani RHE pravidel@ kontrolovany na fitomnost moznych
nasatych neodstranych nymf. Pokud byla takovd nymfa nalezena, bylazdyi
vySetovana na fitomnost boreliové DNA nested PCR.

oA "

Obr. 5: Mys s klobotkem (Perzinova 2008).

Mysi byly ponechany 1 #sic pro rozvinuti infekce ve #kinci Parazitologického
ustavu AVCR. Po uplynuti této doby byly usmrceny zlomenimwazbyly jim odebrany
usni boltec, méovy méchyt a hrot srdéni. Organy nebyly vazeny, aby se zameziipgdné
kontaminaci, jez by &hem této procedury mohla nastat, ale rovnou bylyZehy do
mrazaku, kde byly uchovavanyip 20 °C az do izolace DNA nasledované klasickQRP2.
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4.6. Izolace DNA

DNA byla z boreliové kultury (proijppravu pozitivnich kontrol PCR), nymf a organ
mysi izolovana pomoci kitu NucleoSfiissue (Macherey-Nagel). Izolace byla prasal

dle navodu vyrobce s pouzeékolika malo odchylkami ghem p@atetnich fazi.

4.6.1. Izolace DNA z nymilxodes ricinus

Nymfy Ixodes ricinusbyly zhomogenizovany pod binolupou (Carl Zeisgamkach
mikrotitracni destéky s 50ul PBS. Vznikla suspenze byla (krémevnychcasti) genesena
do mikrozkumavek a naslegirk ni bylo gidano 180ul lyza¢niho pufru T1 a 25ul
proteinazy K (c = 20 mg/ml). Vzorky byly inkubovarwtermobloku g 56 °C cca 3,5
hodiny. Ridani 200 pl lyza¢niho pufru B3 bylo nasledovano dalSi inkubaci veaork
v termobloku pi 70 °C po dobu 10 minut. Porigani 210ul 100% ethanolu byla s¥s
pienesena do kolonek umisych ve sbracich mikrozkumavkach a centrifugovana 1 min
pii 11 000 g. DNA navazana na silikatovou membranlodoy byla posléze pristena
ptidanim 500ul promyvaciho pufru BW, 1 minutovou centrifugadi p1 000 g, aplikaci
600 ul promyvaciho pufru B5 a @p 1 minutovou centrifugacitpotatkdch 11 000 g. Za
Ucelem zbaveni serpbyte&ného ethanolu byla centrifugace po dobu 1 minutylp 000 g
jes€ jednou zopakovana. Nakonec bylo do kolonkiggno 60ul elu¢cniho pufru BE (pH
8,5) predettatého na teplotu 70 °C. Po inkubatii pokojové teplat po dobu 1 minuty byly
vzorky centrifugovany 1 minipl1 000 g. Ziskana DNA byla uchovavana v mrazaku-p
20 °C.

4.6.2. Izolace DNA z boreliové kultury ffprava pozitivni kontroly)

Pro gipravu PCR pozitivni kontroly byl stanovendeo borelii v boreliové suspenzi
dle Magnusona (Magnuson 1948). Z kultury borelilobpdebrano 3,5 pl suspenze na
podlozni skiéko, kapka byla fekryta krycim skilkem a nasledhpozorovana mikroskopii
v temném poli (Amplival, Carl Zeiss)ipd00 nasobném ziSeni. Po spotani spirochét ve

20 zornych polich byl k zji8hi paitu borelii v 1 ml suspenze pouZit vzorec:
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poset boreli m=ax 7,7x 10°

a..... pameérny paiet borelii ve 20 zornych polich

Z boreliové kultury bylo poté odebrano takové mmeZsuspenze, aby obsahovalo
pozadovany peet borelii (pro pipravu pozitivni kontroly 10 bunsk). Nasledovala
centrifugace po dobu 30 mintip9 200 g. K ziskanému peletu bykiggdn homogenat
neinfikovaného kligte v 50 ul PBS a dale 18Qul lyzacniho pufru T1 spolu s 2%l
proteinazy K (c = 20 mg/ml). Sa byla inkubovana v termoblokui®6 °C po dobu 3,5
hodiny. Dale izolace probihala stejjako v gipact nymf Ixodes ricinus(viz 4.6.1.).
Ziskana DNA, pokud zrovna nebyla provad PCR, byla uloZzena v mrazakiti$ 20 °C.

4.6.3. Izolace DNA z mySich orgdn

USni boltce, meové nechyfe a srdce nebylyipd izolaci nijak upravovany (tedy ani
krdjeny na malé kousky), nebdoho nebylo fieba a navic se tak zamezildigadnym
kontaminacim exogenni DNA, jeZ byi gpracovani organmohly nastat. Poiani 180ul
lyzaéniho pufru T1 a 25ul proteinazy K byly usni boltce a avé nechyfe inkubovany
v termobloku pi 56 °C po dobu 4,5 hodiny, srdce pak byla inkub@v&a stejnych
podminek cca 6 hodin. Dale byla izolace pravadstej® jako u nymfixodes ricinus(viz
4.6.1.). Pouze vifpad usSnich bolté nasledovala poifgani 200ul lyza¢niho pufru B3 a 10
minutové inkubaci vzork pri 70 °C dodaténa centrifugaceip 11 000 g po dobu 5 min za
Ucelem zbaveni se chlipkteré by mohly zabranit odtoku tekutiny z kolordik skEracich
mikrozkumavek. DNA byla eluovana 1Q0 BE pufru (pH 8,5) pedeltatého na 70 °C a

uchovavana v mrazakuip- 20 °C.

4.7. Klasickad PCR 1

Amplifikovana bylacast genu pro flagelin o velikosti 156 bp. V reakgly uZity
piimy primer 5- AGC AAA TTT AGG TGC TTT CCA A — 3a zgtny primer 5 - GCA
ATC ATT GCC ATT GCA GA - 3 (Schwaiger a kol. 2001). Reak snés o celkovém
objemu 20ul byla tvarena 4ul vody (PCR HO, Top-Bio), 10ul Master Mixu (2x
koncentrovany FastStart PCR Master, Roche Appl@drse), 1ul pfimého primeru (0,01
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mM, Generi Biotech). 1l zpétného primeru (0,01 mM, Generi Biotech) audtemplétové
DNA. Do negativni kontroly bylo namisto 4 DNA ptidano 4ul PCR vody. DNA byla
amplifikovana vtermocykleru UNO |l (Biometra). Anifika¢ni program sestaval
Z paateni denaturace (94 °C, 5 min) a dale z 35 &ytkbienych denaturaci (94 °C, 30 s),
nasedanim primér(annealing, 60 °C, 30 s) a syntézou DNA (extersiongation, 72 °C,

40 s). Produkty PCR byly posléze separovany agaoizgelovou elektroforézou.

4.8. Klasickad PCR 2

Amplifikovana bylacast genu pro 23S rRNA o velikosti 260 bp. V redikdy uzity
primery Borl 5- AGA AGT GCT GGA GTC GA - 3a Bor2 5- TAG TGC TCT ACC
TCT ATT AA - 3' (Schwartz a kol. 1992). Reak smés o celkovém objemu 2l byla
tvofena 6,4ul vody (PCR HO, Top-Bio), 10ul Master Mixu (2x koncentrovany FastStart
PCR Master, Roche Applied Science), Ql8orl primeru (0,01 mM, Generi Biotech), 0,8
ul Bor2 primeru (0,01 mM, Generi Biotech) giPtemplatové DNA. Do negativni kontroly
bylo namisto 2ul DNA piidano 2ul PCR vody. DNA byla amplifikovana v termocykleru
UNO II (Biometra). Amplifika&ni program sestaval z g@teini denaturace (94 °C, 15 min),
dale ze 40 cykl tvorenych denaturaci (94 °C, 30 s), nasedanim péin®8 °C, 30 s) a
syntézou DNA (72 °C, 40 s) a nakonec z korgesyntézy DNA (72 °C, 7 min). Produkty

PCR byly posléze separovany agarézovou gelovourefekézou.

4.9. Nested (,zahnizdna“) PCR

Prvni (externi) kolo
Viz klasicka PCR 2.

Druhé (interni) kolo

Amplifikovana bylacast genu pro 23S rRNA o velikosti 222 bp. V redikdy uzity
primery Bor3 5- GCG AAA GCG AGT CTT AAA AGG - 3a Bord 5- ACT AAA ATA
AGG CTG AAC TTA AAT - 3 (Schwartz a kol. 1992). Re&ak snes o celkovém objemu
20 pl byla tvarena 7,6ul vody (PCR HO, Top-Bio), 10ul Master Mixu (2x koncentrovany
FastStart PCR Master, Roche Applied Science),0,Bor3 primeru (0,01 mM, Generi
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Biotech), 0,8ul Bor4 primeru (0,01 mM, Generi Biotech) a @BPCR produktu z prvniho
kola. DNA byla amplifikovana v termocykleru UNO (Biometra). Amplifik&ni program
sestaval z pgteeni denaturace (94 °C, 15 min), dale ze 40 wykbienych denaturaci (94
°C, 30 s), nasedanim prinie(58 °C, 30 s) a syntézou DNA (72 °C, 40 s) a nakon
z kone&né syntézy DNA (72 °C, 7 min). Produkty PCR bylslgze separovany agar6zovou

gelovou elektroforézou.

4.10. Agardzova gelova elektroforéza

Amplifika¢ni produkty klasické PCR 1, klasické PCR 2 a nesR&ZR byly
separovany v 1,5% agarézovém geluiegvem 1,2 g agarézy (Amresco) a 80 ml 1x
koncentrovaného TAE pufru ifpraven z 10x koncentrovaného zésobniho roztokerykt
obsahoval 48,4 g TRISu; 2,92 g EDTA; 11,412 ml 98feliny octové, to celé dopiné na
1 1 Milli-Q vodou). Vzorky gedtim, nez byly nanasSeny do jamek, byly smichany gé
interkalaniho barviva SYBR Green (2 g Ficoll, 10 1M TRIS, 10 mg Orange G, 2d
10 000x koncentrovaného SYBR® Green (Sigma-Aldjichd urcovani velikosti DNA
fragment byly uzity DNA marker 200-1500 (Top-Bio) nebo G&uter 100 bp Plus DNA
Ladder (Thermo Scientific). Separace probihala @oudb5 min pi nagti 72 V a proudu 50
mA. Po skogieni elektroforézy byl gel prohlizen a vyhodnocovaod UV lampou

(Biometra).
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5. VYSLEDKY

Ackoliv 20 mysi bylo rozdeno do 4 skupin pogi a kazda ptice meéla prisluset
jednomu z dohodnutycbBasovych interva (2 hodiny, 12 hodin, 24 hodin, 72 hodin}j p
vyjimani nymf z mySi v wienychcasech se objevily problémy. Ne vSechny sajici nyshfy
pinzetou vyjmout a odstrani takto peva prisatych klifat se ¥tSinou neobeSlo bez
porareéni pokozky mysi, coZz automaticky jeéstice ztizilo vytahovani ostatnich stale sajicich
klitat. Rada nymf se navicighytila pod lemem klobaiku ¢i aZz pod napla®vou paskou,

v disledkuéehoz k nim byl obtiznyifstup a také byly snazeghlédnutelné. Na nymfy, o
kterych jsme ¥déli a které se nam nepaidla vyjmout pinzetou, byl aplikovan jodisol, jenz
klist¢ usmrtil, a tak zabranil jeho dalSimu sani. Bohygele ale fisli vzhledem k pozdni
aplikaci jodisolu az po 40 hodinach odtatku mereni o prakticky cely 12 hodinovy interval.
Navzdory uZziti jodisolu vSak byly po&ji v ramci pravidelnych kontrol klob@kt po dobu
jednoho tydne od nasazovéni RHE na wkterych mySich nalezeny nymfy, kterym se
poddilo sat 72 hodin a déle.i@nm¢ se jednalo o kli&ata, ktera byla — ies veSkerou nasi
snahu — pehlédnuta. Usgnost sani nymf na jednotlivych mysich ¢ebodstradnych &i
nenalezenych nymf a taktéz i qamd kli¥at, které se ndm nepdda v ramci ¢asového
intervalu odstranit, znaziuje tabulka I.
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Tab. I: Usg&nost sani nymf na jednotlivych mysichgebodstrasnych, neodstramych a nenalezenych
nymf,

ws  |nkeszovanyo Sl [odstaning| neodsiraning”| nenalezent
na mys
2 hodiny
1 12 11 11 0 1
2 12 12 12 0 0
3 10 10 10 0 0
4 12 12 9 3 0
5 14 14 12 2 0
12 hodin
10 10 10 0 0
10 7 6 2 2
24 hodin
10 9 10 0 0
10 10 9 1 0
10 10 10 10 0 0
11 10 10 10 0 0
12 10 10 10 0 0
40 hodin
13 10 10 3 0
14 10 10
15 10 9 10 0 0
72 hodin
16 10 1 2
17 10 1 3
18 10 10 10 0 0
19 10 10 10 0 0
20 10 10 10 0 0

®Nymfy nesajici nebo nymfy vyjmuté pinzetdizabité &inkem jodisolu v ramci wenéhasasového
intervalu.” Nymfy sajici na mysi déle (saly po dobu 72 hodce wd nasazeni), neZ bykanysasovy
interval.® Nymfy chykgjici do pdtu, které nebyly pozorovany v klob&zich ani ve varkach s vodou.
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Vzdy 3 nymfy na myS byly vySiivany klasickou PCR &i klasickou PCR 2 na
piitomnost boreliové DNA. Proniienost nymf sajicich po dobu 2 hodin, 12 hotiir24
hodin byla cca 87 %.

Promdenost nymf sajicich 72 hod vSak vychazela niz&,53%. Tuto nesrovnalost
prisuzuji WtSimu objemu krve (a tim padem i vysSi koncenttaigk inhibujicich PCR),
ktery nymfy sajici po dobu 3 dmasaly ve srovnani s kieity, jez sala maximanl den
(Davalieva a Efremov 2010, Schrader a kol. 2012).

Nymfy, které nebyly odstrany was, a tudiz saly 72 hodin a déle, byly videdny
na gitomnost borelii nested PCR. Vysledky nested POR is/edené v tabulce Il.

Tab. II: Prorfenost neodstr&nych nymf.

- Avmfa vysledek
y y nested PCR
1 —
4 2 +
3 —
4 +
5
5 —_
6 +
7
7 —_
9 8 +
9 +
13 10 -
11 +
14 12 +
16 13 +
17 14 +

(+) boreliova DNA prokazana nesteR
(=) boreliova DNA neprokazarested PCR
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Vzhledem ktomu, Ze na vSech mysSich sala iagpdna nakazena neodsttaa
nymfa, tyto mySi nemohly byt ¥azeny docasového intervalu, do kterého bylyvodn
uréené, a proto byly zéenény do nového intervale 72 hodin. Slogenim dat uvedenych
v tabulkach | a Il jashivyplyne, Ze do 2 hod. intervalu mohly nakoneadip&t mysi, do 12
hod. intervalu 1 mys, do 24 hod. intervalu 4 my&, 40 hod. intervalu 1 mys, do 72 hod.
intervalu 3 mySi a do intervaki 72 hodin 8 mysi.

Kazdé mysi byly odebrany usni boltec, fowy méchyk a srdce, tedy cilové organy
Siteni borelii, které byly podrobeny zaelem detekce spirochetalni DNA klasické PCR 2.
Srdce byla dale jeStvySetovana citlikjSi nested PCR, ale vysledky obou analyz byly
srovnatelné. Z tohoidodu nested PCR nebyléeba prova&, neba klasicka PCR 2 byla
dostaten¢ citliva a navic, vzhledem k nizSimu pozadavku renipulaci se vzorky, i mén
piistupna fale&h pozitivnim vysledkm nez nested PCR.fiBomnost boreliové DNA
v jednotlivych organech aipadny negativni vliv jodisolu nargnos a infekci my3. afzelii
jsou zaznamenany v tabulce IlI.

Na zaklad udaji uvedenych v tabulce Il Ize soudit, Ze s rostodélkou sani
nakazeného kliste se zvySuje pra¥godobnost fenosu borelii na hostitele. Nakaza byla
nejdiive prokdzana u mysi, na nichZz nymfy saly po dolniB3 Naopak transmise borelii
béhem prvnich 24 hodin sani nebyla zaznamenana veZa@ mysi. U nakazenych mysSi
byla gitomnost boreliové DNA vzdy prokadzana ve vSech mkanych organech. Naopak
borelie nebyly detekovany v zadném organu kontroigsi, tedy ke kontaminacim vzdrk
cizorodou DNA Bhem pre-amplifikani faze s nejvy3si pravdodobnosti nedochazelo, a
tudiz se nejednd o faleSpozitivni vysledky. Jodisolfg¢baZe je dezinfékim piipravkem,
ziejm¢ nentl vliv na infekci mysi.

Zajimaveé je, ze v intervale 72 hodin doSlo k ndkaze pouze 3 mysi zé&phv na
kazdé mysi sala minimairjedna nakazena nymfa po dolsuat vice did. Dvé z €chto mysi
byly piitom pivodre uréeny do 72 hodinového intervalu a jedna do 40 hadiho intervalu
(viz Tab. I). Toto pozorovani by se dalo v§dit skuteinosti, Ze pravgpodobnost fenosu
nakazy se zvysSuje nejen s délkou sanit&ti$ia hostiteli, ale je do &ité miry ovlivnéna i

poctem Kkligat sajicich po dobu 3 dni a vice, jak Iz€isyz tabulky IV.
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Tab. lll: Fritomnost boreliové DNA v organech jednotlivych mg§iipadny vliv jodisolu na f&nos
borelii z kli¥at na mysi.

MyS | jodisol | usni boltec mgiﬁ\% srdce \Zg:(eodveyk
2 hodiny
1 ne - - - -
2 ne - - - -
3 ne - - - -
12 hodin
5 | ne n n n =
24 hodin
8 ne - - - -
10 ano - - - -
11 ano - - - -
12 ne - - - -
40 hodin
15 I ano - - - -
72 hodin
18 ano - - - -
19 ne + +
20 ano + +
> 72 hodin
4 ne - - - -
3) ne - - - -
7 ne - - - -
9 ano - - - -
13 ano - - - -
14 ano + + + +
16 ne + + + +
17 ne + + + +
Kontrola
27 | ne n n - n

(ano) jodisol aplikovan natkteré nymfy sajici na dané mysi
(ne) jodisol neaplikovan na zadnou nymfu sajicdlaaé mysi
(+) boreliova DNA prokazana klasickou PCR 2

() boreliova DNA neprokazéana klasickou PCR 2

kontrolni my3, na niz nesaly zadné nymfy
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Tab. IV: Vliv pattu nakazenych a nenakazenych nymf sajicich 72 reodile na infekci mysi.

s | cohont e cokon pact [ neezene oty
hodin a déle déle
1 - 0 0
2 - 0 0
3 - 0 0
4 - 3 1
5 - 2 1
6 - 0 0
7 - 2 1
8 - 0 0
9 - 1 1
10 - 0 0
11 - 0 0
12 - 0 0
13 - 3 2
14 + 1 1
15 - 0 0
16 + 8 minimalré 3
17 + 7 minimalrg 4”
18 - 10 minimalré 2°
19 + 10 minimalr 1
20 + 10 minimale 4°

(+) boreliova DNA prokazana klasickou PCR 2

(-) boreliova DNA neprokazana klasickou PCR 2

3 promdenost zji§ovana u 5 z 8 nymf,promdenost zjifovana u 5 ze 7 nymf promdenost

zjistovana u 3 z 10 nymf:° promdenost zji§ovana u 5 z 10 nymf
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6. DISKUSE

V podstat by se ¥decké prace zkoumajici vliv délky sani REE na penos borelii
na hostitele daly roztit do t¢i zakladnich skupin. Do prvni skupiny by filgt studie feSici
pienosB. burgdorferis.s. z kli&tte I. scapularisna mys, které dbec nezaznamenaly, Ze by
k transmisi spirochét dochazelghem prvniho dne sani. Des Vignes a kol. neprokazal
piitomnost borelii u Zadné z 58 mysSi nalezicich dd@dinového intervalu (des Vignes a
kol. 2001). Ke stejnému zé&w dosgli i Shih a Spielman u 8 mysi, na nichz K& sala po
dobu 16 hodin a u 9 mysi, na kterych byly nymfy edrény 24 hodin (Shih a Spielman
1993). Taktéz i ve studii zkoumajictgmosB. burgdorferis.s. kliaty I. pacificusnebyla
nakazena Zadna z 8 mysi poté, co na nich po dobtho@#h saly nymfy (Peavey a Lane
1995). Pravépodobnost fenosu borelii na hostitele se zvySovala s rostdotiou sani
klistat. Po 24 hodinach sani kkt& nebyla infikovana zadna mys, po 36 hodinach bylo
nakazeno gmeérné 10 % mysi (Piesman 1993, Shih a Spielman 1993)2pwodinach 25 %
mysSi (Piesman 1993), po 48 hodinachmrné 27 % mysi (Piesman 1993, Shih a Spielman
1993, Peavey a Lane 1995, des Vignes a kol. 208d)72 hodinach bylo v pméru
infikovano 67 % mysi (Shih a Spielman 1993, Peavégne 1995, des Vignes a kol. 2001)
a séni kligat po dobu 4 diha déle vyustilo v nakazu zhruba 89 % mysSi (Peavéyane
1995, des Vignes a kol. 2001). Tyto udaje o rydihtoansmise borelii z kli&te na hostitele
podporuje jina studie (Hojgaard a kol. 2008), v piavdpodobnost, Ze 50 % nakazenych
klistat preneseB. burgdorferis.s., nastala 68 hodin odgdku sani. Prodleva mezi dobou,
kdy kligata z&nou pijimat krev, a transmisiB. burgdorferi na hostitele je déna
mechanismem #&ni borelii v kli&ti. Borelie kolonizujici devo nenasatého kl&e
piedstavuji homogenni populaci produkujici hiavdspA. Jakmile kligt najde hostitele a
zane sat krev, nastava intenzivni replikace borelii Fomogenni populace se tstedku
up-regulace OspC stava heterogenni populace spiraahrnujici vSechnytyti mozné
fenotypy (tedy Osp2Ospc, OspAOspC, OspAOspC a OspAOspc) (Ohnishi a kol.
2001). Nekteré borelie opustiigvo a zanou hemolymfou migrovat do slinnych zlaz, odkud
se pak spolu se slinami mohou dostat do pokoZzkyitales Diseminace ze igva do
slinnych Zlaz probiha zhruba mezi 36. a 48. hodifeuSilva a Fikrig 1995). K nejvysSimu
naristu p@&tu spirochét ve slinnych Zlazach pak dochazi m8ziad60. hodinou poiisati
klistéte (Piesman a kol. 2001).
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| ma prace by se dalarzait do této prvni skupiny studii, nebani ja neprokazala
infekci u Z&dné mysi, jez néleZela do 2 hod., 1@. m®bo 24 hod. intervaluiéhos jsem
poprvé zaznamenala u skupiny mysi, na nichz nyralfy o dobu 72 hodin, tedy i z mych
vysledki Ize usuzovat, Ze riziko nakazy lymeskou boreliozeuzvysuje s rostouci délkou
sani infikovaného kligte. To, Ze jsem po 40 hodinach od nasazenfdtliSepozorovala
pienos borelii, neni nic podivného, protoZze do 40. hotérvalu se nakonec dalaradit
pouze jedna jedina mys. Dle studii uvedenych v¥Sea 36 hodinach sani K&t nakazi
zhruba 10 % mysSi a po 42 hodinach sani 25 % my&hd vyplyva, Ze je dalekogtsi
pravdpodobnost, Ze jedind mys, na niz sala nymfa po débluodin, bude spiSe zdrava nez
nakazena.

Do druhé skupiny by se daly izait studie, jez jiz zmiuji prenos spirochét
z komplexuB. burgdorferis.l. na hlodavce kolem 24. hodiny od nasazovastdti a to
pouze u minimalniho @tu hostiteli. Piesman a kol. siceébem prvnich 24 hodin sani
klistat nezaznamenalig@nos borelii na Zadnou z 8 mysi, zato byl v tosatsovém intervalu
infikovan 1 kecek ze 6 (Piesman a kol. 1987). V jiné studii Zadd® mysSi patcich do 24
hodinového intervalu nebyla infikovama burgdorferis.s., zato u 1 ze 6 mySi nalezicich do
téhoz intervalu byla prokazana nak&eaafzelii(Crippa a kol. 2002). Objevila se i evidence,
Ze borelie z komplexuB. burgdorferi s.l. jsou uz kratce pofigati kliséte pitomny
v cementove vrstvv okoli hypostomu a Ze k transmisi borelii, pokedklis€ vyjmuto bez
cementoveé vrstvy, dochazi uz za 20 — 22 hodin @dtka sani (Alekseev a kol. 1996).
Podobri ¢asny genos borelii byl moZna pozorovan i v klinické préiiynote a kol. 2012).

V mé préci nalezely do 24 hodinoveho intervalu modzmysi a to je dost nizky
pocet na zachyceniifpadné transmise borelii. Pokud vSakkdiv v menSig piipadi,
mohou borelie skut@g¢ infikovat hostitele Bhem prvniho dne sani kl&e, ¢im by se tato
skute&nost dala ztéivodnit? Crippa a kol. ijsli se temi hypotézami. Prvnim vystlenim je
piipadna systémova infekce kl&. Existujicetné evidenceiftomnosti borelii ve slinnych
Zlazach nenasatych Wi&t, a to jak v fipac |. scapularis(Piesman 1995, Piesman a kol.
2001), tak il. ricinus (Lebet a Gern 1994, Leuba-Garcia 1994). Tyto spiéty by vSak
kvili své velmi nizkécetnosti vibec nemusely dokazat iniciovat infekci (Piesman a
Schneider 2002), ba dokonce b§bec nemusely byt inféki (Ohnishi a kol. 2001), coz
podporuje zji&ni, Ze homogenéat slinnych Zlaz dokazal u myssapit infekci teprve tehdy,
kdyz byl ziskan z klgat sajicich po dobu 60 hodin a déle (Piesman 19@%istuje i
moznost, Ze se borelie dostaly do slinnych Zazaygimani tohoto organu, a to zeesta

pitvané nymfy.
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Druhou hypotézou jsou rozdily ve strategii, ktebgumohly uplatiovat tizné druhy
borelii, jakmile se jednou dostanou do pokozky itelst B. burgdorferis.s. by se mohla
zdrZzovat v mist prisati klisSéte a odtud se z# Sitit s ukitym zpozdnim. Pokud by tedy
klist¢ bylo vyjmuto Ehem prvniho dne sani, spolu s nim by byly odstran borelie zatim
stdle omezené jen na kousekZ& asociovany s hypostomem. NaopBk afzelij ¢asto
spojend s koZnimi manifestacemi, by se z mistat Sfila daleko rychleji, a tim padem by
ani wasné odstrami klis€te nemuselo zabranit infekci (Crippa a kol. 200Rdmuto
tvrzeni nicmén odporuje fakt, Ze B. burgdorferis.s. se mize enést na hostitelecbem
prvnich 24 hodin sani kli&e (Piesman a kol. 1987), jakoztaréti hypotéza Crippa a kol.,
v ramci niz zmiuji moznost, Ze dynamikafgnosu ani tak nezavisi na druhu borelie, jako
spiSe na izolatu. Vypozorovali totiz, Ze prvni &dB. afzelii(NE496) infikoval vcasovém
intervalu> 72 hodin 100 % mysi, kdezto druhy izolat (NE296B)olal ve stejném intervalu
infekci pouze u 40 — 50 % mysSi (Crippa a kol. 200%) uz infektivita spirochét souvisi
S pouzitym izolatengi nikoliv, mezi jednotlivymi studiemi mnohdy skui® Ize pozorovat
velké rozdily ve schopnosti stejného druhu borgifdkovat mys. Napiklad pongéry poctu
nakazenych mysi spirochét@u burgdorferis.s. po 48 hodinach sani kéi& 1. scapularis
ku celkovému p&tu mysi jsou nasleduijici: 2/8 (kmen JD1) (Piesm&nlal987), 6/8 (kmen
JD1) (Piesman 1993), 0/17 (kmen JD1) (des Vigné&®ela2001), 2/17 (kmen B31) (des
Vignes a kol. 2001) a 10/10 (kmen JD1) (Shih a lB@me 1993). Je mozné, Ze zrovna
v mém experimentu &ty borelie snizenou schopnost infikovat mys, cozaspa z ¢asti
vyswétlilo nakazu pouze 3 mysi z 8 spadajicich do irglery 72 hodin.

Nakonec do ieti skupiny by se daly radit takové prace, z nichz vyplyva, ze
k prenosu borelii z komplexB. burgdorferis.l. dochazi tive nez za 20 hodin od ¢atku
sani klistte, a to u velkého @tu hostiteti. V jedné studii bylo po 16,7 hodinach sani nymf
I. ricinus nakazeno cca 50 % piskomi{(Kahl a kol. 1998). Kai@a Perzinova v ramci
StredoSkolské odbornéinnosti prokazala nadkazu u 1 mySi z 3, na kterylibt&ta sala
pouze 6 hodin (Perzinova 2008) a Jana Paleniktivdypracovavani své bakatké prace
dokonce zaznamenala transmisi borelii u vSech 18i,nkgeré patly do 2 hodinového
casoveho intervalu (Palenikova 2010). Takovéto Ugaja ve zjevném rozporu zejmeéna s
védeckymi pracemi, které jsem fzaila do prvni, p&etrgjSi skupiny, a tedy i s mymi
vysledky. ibec neodpovidaji modelu diseminace borelii v &iigt dle mého nazoru by se
takto rychly genos dal vysétlit pouze gitomnosti borelii ve slinnych Zlazachjq@mz tyto
spirochéty by musely byt schopné vyvolat infekcihastitele. Toto tvrzeni by vSak

odporovalo zagram, ke kterym dosfly jiné studie (Piesman 1995, Ohnishi a kol. 2001,
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Piesman a Schneider 2002). Jana Péalenikovéa skummznamenalaifiomnost borelii ve
slinnych Zldzach ve v8ech zkoumany@sovych intervalech (6 hod., 12 hod., 24 hod., 48
hod.) Wetré nenasatych nymf, pmérny paiet borelii se pohyboval od 204 do 532 &kn
Nutno podotknout, Ze ve srovnani s jinymi studiekigré téz niily pocet borelii ve
slinnych Zlazach, jsou Janou zisécisla gekvapiw vysoka (Ohnishi a kol. 2001, Piesman
a kol. 2001).

Pricinu rozdili mezi mymi vysledky a vysledky Jary Katefiny bych nehledala
v citlivosti metody uzité k detekci spirochét v nogf$ organech. Kataa steji jako ja
uzivala klasickou PCR, argsto dosgla k odliSnym vysledikm. Navic nelze tvrdit, Ze
nagiklad real-time PCR je vzdy citl§Si nez klasickd PCR, nebaitlivost amplifikatnich
metod se z velk&asti odviji od pouzitych reagencii, zejména pakmpni. Ja sama
pracovala se d¥ma dvojicemi primal, z nichZ jeden par byl desetkrat cit§§i nez druhy
(Radek Sima, Ustni &éni). Ritomnost boreliové DNA v srdei tkani jsem navic, kroi
klasické PCR, zkoumala i nested PCR - jejiz ciitve dle gkterych studii srovnatelnd
sreal-time PCR (Kawada a kol. 2004, Calderaro & R®06) a ani tehdy jsem
nezaznamenala zadniepmos borelii Bhem prvniho dne sani k.

Nesrovnalost mezi mymi vysledky a vysledky Janyéday by se nicmé# dala
pri¢ist rozdilnym izolaim pouzitym k infekci kligat a nasledhi mysi. Jak Jana Palenikova,
tak i Katgina Perzinova pracovalyB burgdorferis.s. (kmen CB-53) (Perzinova 2008,
Palenikova 2010), kdeZto ja obdrzela nymfy infike&8. afzelii(kmen CB-43). Je mozné,
Ze pré¢ rozdiim v infektivitt obou izolat (Crippa a kol. 2002) by se dalaigqist
skut&nost, Ze zatimco Jana a K@ pozorovaly fenos borelii Bhem prvniho dne sani
klistat, ja nikoliv.

Vysoka citlivost PCRini tuto techniku velmi nachylnou ke kontaminacirogenni
DNA, a tim padem i k falegnpozitivnim vysledkm. At uz se jedna o cross-kontaminace
mezi vzorky, o DNA vyskytujici se v laboratorninoptedi na stolech, nastrojich, stojanech
na zkumavky atd., nelfovice lidi v téZe laboratd pracuje se stejnym organismefii,o
amplikon, ktery se nahromadil visledku opakované amplifikace stale té samé sekyence
nechtna DNA se niZze dostat do zkoumanych vzérka v gipad, Ze nejsou pravidetn
provadny negativni kontroly, rize tato udalost vést k misinterpretaci ziskanycsiadk
(Aslanzadeh 2004). P zkoumani penosu borelii ze sajiciho k& na myS raze ke
kontaminacim dojit jakivyjimani orgah z mySi a izolaci DNA z orgdintak i gi PCR (a
piipadné elektroforéze). V ramci PCR se negativnitrody provadi zcela automaticky, to

sameé se ale ned#&t o izolaci DNA. Ja seipsvé praci s kontaminacemi na drovni izolace

~ 35 ~



DNA setkala a z tohoiodu jsem si i zde zavedla systém negativnich karét prvnirads

se jednd o kontrolni myS, na niz nesdly Zzadné nyanfjeZ nikdy nefiSla do styku

s boreliemi. Organy této mysi byly zpracovavanylsp@ s organy vysSébvanych mysi.
Dale jsemcistotu své prace kontrolovala prowadm negativnich kontrol srovnatelnych s
PCR negativnimi kontrolami — v koteém vysledku obsahovaly kontroly vSechny
reagencie, pouzitéiipzpracovani vzorku, pouze nebyl&idana Zadna DNA. Jana ani
Katefina ve svych pracich provad negativnich izoknich kontrol nezntiuji. Tedy &koliv

by jejich vysledky mohly byt spravné, nelze nijakkézat, Ze f izolaci DNA z jednotlivych
organi nedochazelo ke kontaminacim.

Na zavr bych se chlila pokusit podat vysitleni pro grekvapiv nizky pdet infikovanych
mysSi paticich do intervali> 72 hodin. Pouze u 3 mysi z 8 byla prokazana irgekctoho
dvé mysSi pivodre patily do 72 hodinového intervalu a jedna do 40 hod@tw intervalu.
Minimalni patet borelii, jeZ musi byt inokulovan do pokozky lites¢, aby dokazal vyvolat
infekci, se ¥ejm¢ liSi mezi jednotlivymi kmenyl/izolaty. Néjklad k nakaze mySB.
burgdorferis.s. (kmen B31) byla¢ba subkutarthinokulovat piimérné 371 borelii, kdezto

v pripact B. burgdorferis.s. (kmen N40D10/E9) se jednalo o davku obsahpiiichérné 46
borelii (Chan a kol. 2012). Dalo by se tedy hypatatat, Zecim vice infikovanych kligat
saje na mysSi po dobu 2 dny a déle (kdy uz boretieedtuji ze $eva do slinnych Zlaz
(Piesman a kol. 2001)), tim vysSi je pr&wddobnost, Ze bude do pokozky vpraven
minimalni paet borelii nutny k vyvolani infekce. Minimalni et sajicich nakazenych
klistat by se pak liSil v zavislosti na kmenu/izolaturddd uzitém v daném experimentu.
V mém pokusu pravgbodobrg 1 ¢i 2 infikované nymfy je&t nedokazaly nakazit mysS, na
které saly po dobig 72 hodin, zato v jiném pokusu, ve kterém by byt uny izolat, by
infekci dokazalo zfisobit jediné sajici klist (des Vignes a kol. 2001). Této hypotéze
odporuje fakt, Ze mys 14 byla nakazen#oéiv na ni po dobu 3 dni a vice sala pouze jedna
nymfa. V tomto konkrétnim ffpact vSak mohlo k ndkaze dojit wisledku sani skupiny
nymf, které byly odstramé po 40 hodinach od nasazeni na mys (viz TatJrEitou roli

v pravdpodobnosti penosu by vSak mozna mohl hrat i celkovygtosajicich kliat (tedy
nakazenych i nenakazenych). Sliny Kkfi&tobsahuji celodadu imunomodukanich latek,
které ovliviuji imunitni systém hostitele, a tak kitumoziuji dokortit sani. Zarove vSak

v ramci SAT efektu usnadiji prenos, peziti a mnozeni borelii v hostiteli (Pechova a kol.
2002, Mach#&kova a kol. 2006)Cim vice kli¥at by salo ve své&s$né blizkosti, tim vice
imunomodulé&nich latek by bylo inokulovano do pokozky hostitedez by mohlo usnadnit

transmisi borelii. B vyjimani nymf z mySi bylo patrné, Ze ki&fa ntla tendenci sat spise
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ve skupinach nez jednottivl velky paiet sajicich kligat nicmérg nemusi vyustit v ndkazu
hostitele (1 myS z 3, na nichZz nymfy saly 72 had#byla infikovana — viz Tab. IIl),ipnos
borelii na hostitele v 72 hodinovém intervalu neirg nutré stoprocentni (Peavey a Lane
1995, des Vignes a kol. 2001).
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7.ZAVER

» TransmiseBorrelia afzeliina myS nastala négjde 72 hodin od pttku sani nymfxodes

ricinus. BEhem prvniho dne sani ki@t p‘enos nebyl zaznamenan, a to u Zadné z 8 mysi.

» Prava@&podobnost fenosu borelii se zvySovala s rostouci dobou samif @y do utité
miry zavisela i na pgu sajicich kligat. Cim vice nymf na myS3i sélo, tim bylo
pravdépodobrEjSi, Ze mys bude nakazena. Efek&tposajicich kligat se projevil pouze
béhem tetiho dne sani, naopakhem prvnich 24 hodin nefhna transmisi spirochét

Zadny vliv.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

23S rRNA
ACA

AV blokada
AV CR

bp

BSK médium

C3H/HeN
CB-43
CB-53
CDC

cp
Dbp
DNA
ECM
EDTA
ELISA

FlaA
FlaB
IFA

IgM
kDa

LB
LNB
obsah GC

ribozomalni RNA o velikosti 23 Svedbergolr jednotek
acrodermatitis chronica atrophicans
atrioventrikularni blokdda
Akademie ¥d Ceské republiky
base pair, komplementarni par bazi, jednotk&vana k popisu
velikosti molekuly DNA
Barbour-Stoenner-Kelly médium
ozn&eni inbredniho kmene mysi
ozné&eniceskobudjovického kmendorrelia afzelii
ozné&eniceskobudjovického kmendorrelia burgdorferis.s.
Centers for Disease Control and Preventiomtr@m pro kontrolu a
prevenci nemoci
circular plasmid, cirkularni plazmid
decorin-binding protein, protein vazajici deko
deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kysal
erythema chronicum migrans
kyselina ethylendiamintetraoctova
enzyme-linked immunosorbent assay, imunak@imetoda fungujici
na bazi imunoenzymatické reakce
flagelin A
flagelin B
immunofluorescence assay, hiepa imunofluorescence
imunoglobulin G
imunoglobulin M
kilodalton, jednotka uZivanad k popisu molekylth hmotnosti
proteini
lymeska boreliéza (téz lymska borelioza)
lymeska neuroboreliéza
podil guanino-cytosinového komplemertiarpiaru v dané molekule
DNA
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OspA-OspF
PBS

PCR

ResT

RNA
SAT

s.l.

S.S.

TAE
TRIS
TROSPA
VISE

outer surface protein A—F¢jgnpovrchovy protein A—F

phosphate buffered saline, fyziologicky roztokrovany fosfaty
polymerase chain reaction, polymerazetzova reakce

telomere resolvase, enzym nachazejici sekierbajejichz genom
obsahuje linearni plazmidy
ribonucleic acid, ribonukleova kyselina
saliva-activated transmission , slinami akwiany genos

sensu lato, v SirSim slova smyslu

sensu stricto, v uz8im slova smyslu
pufr obsahujici komponenty Tris, acetat a BDT
tris(hydroxymethyl)aminomethan

tick receptor for OspA, Kl&i receptor pro OspA
variable major protein-like sequence, expedss povrchovy
lipoprotein B. burgdorferi exprimovany lokusem variable major

protein-like sequence
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