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1 Uvod

Zjisténi infekéniho potencialu u druhd Borrelia americana a B. carolinensis na modelu
laboratornich zvifat ndm poskytne pfilezitost k prozkoumani jejich patogeneze a rozsiii nase
znalosti ohledn¢ kompletniho spektra druhii borelii schopnych vyvolavat lymskou boreliozu
u ¢loveka. Tato informace je velice aktualni, protoze ped nedavnou dobou byla zaznamenana
ptitomnost obou zminénych druhii spirochét z jihovyhodni USA v klistatech v Evropé.
Zjisténi, zda kliste¢ Amblyomma americanum ma schopnost udrzovat a pienaset vybrané druhy
borelii, ndm da& Sanci ptfehodnotit jeho roli jako potencialniho vektoru ptvodce lymské

borelidzy.

1.1 Borrelia burgdorferi sensu lato

Druhy Borrelia burgdorfery sensu lato (s.l.) patii mezi spirochéty (Spirochaetae). Tento
kmen mimo rod Borrelia obsahuje dalsi dulezité vyznamné rody jako je Treponema - pivodce
syfilis ¢lovéka (Rygg & Borch 2006), Leptospira - leptospirdzy ¢lovéka a zvifat (Reis et al.,
2008) nebo Brachyspira - dysentérie prasat, stfevni spirochet6za ptak (Bano et al., 2008;
Leser et al., 2000).

Rod Borrelia mtzeme rozdélit do dvou fyletickych skupin, které zplsobuji rtzné
onemocnéni. Jedna skupina zpasobuje navratnou horeCku (napi. Borrelia hermsii, B.
lonestari). Druha skupina zpusobuje lymskou boreliézu (LB), jejichz komplex se souhrné
nazyva Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.) (Ras et al., 1996; Rudenko et al., 2011). Tento
komplex se neustale rozristd, nyni zahrnuje 21 pojmenovanych druhd (Tab. 1). Komplex
Borrelia burgdroferi s.l. se sklada z: Borrelia burgdorferi sensu stricto (S.S.) (Johnson et al.,
1984), B. afzelii (Canica et al., 1993), B. americana (Rudenko et al., 2009a), B. andersonii
(Marconi et al., 1995), B. bavariensis (Margos et al., 2009), B. bisseettii (Postic et al., 1998),
B. californiensis (Postic et al., 2007), B. carolinensis (Rudenko et al., 2009b), B. finlandensis
(Casjens et al., 2011), B. garinii (Baranton et al., 1992), B. chilensis (Ilvanova et al., 2014), B.
japonica (Kawabata et al., 1993), B. kurtenbachii (Margos et al., 2010), B. lusitaniae (Le
Fleche 1997), B. mayonii (Pritt et al., 2016), B. sinica (Masuzawa et al., 2001), B. spielmanii
(Richter et al., 2006), B. tanukii (Fukunaga et al., 1996), B. turdi (Fukunaga et al., 1996) , B.
valaisiana (Wang et al., 1997) a B. yangtze (Chu et al., 2008).



Ne kazdy druh borelie je schopen infikovat ¢lovéka (Wang et al., 1999). LB u lidi
zpusobuji prevazné tii druhy spirochét z komplexu B. burgdorferi s.l. a to je B. burgdorferi
s.s. V USA a v Evropé (Fingerle et al., 2008) a B. garinii a B. afzelii v Euroasii (Strle et al.,
2006). Nicméné, ze vzorka ¢lovéka se obcas izoluji i dalsi druhy a to Borrelia valaisiana
(Evropa a Turecko) (Diza et al., 2004), B. spielmanii (Evropa) (Fingerle et al., 2008), B.
lusitaniae (Evropa) (Collares-Pereira et al., 2004), B. americana a B. andersonii (Florida,
Georgia, USA) (Clark et al., 2013), B. bissettii (USA, Evropa) (Rudenko et al., 2016, 2009c¢)
a B. mayonii (USA) (Pritt et al., 2016).

LB je nejrozsifenéjsi klistaty pfenaSené onemocnéni na svété (podle oficialnich statistik
az 85 500 pacientt ro¢né vV Evrop¢ a vice nez 300 000 v USA). Epidemiologické studie jasné
ukazuji velky narust tohoto onemocnéni v posledni dobé (celkovy pocet lidi s diagnozou LB
je 10x vyssi kazdym rokem) (Hubalek 2009). LB probiha ve tech stadiich (kozni infekce,
nervove postizeni a chronicka artritida) (Hubalek et al., 2009; Nau et al., 2009; Smith et al.,
2002). Nicméné infekce jsou dost variabilni, n¢kterd stddia nemusi prob¢hnout, ¢i miizou
puvodce LB pienasi i jiné patogeny napt. Babesia microti (Steere et al., 2004; Swanson et al.,
2006). Klinické projevy zavisi i na druhu borelie, ktera infikovala ¢loveéka: napt. Borrelia
afzelii infikuje hlavné kuzi, B. garinii postihuje nejvice nervovou soustavu a B. burgdorferi
s.s. ma afinitu k postizeni kloubli (Ryffel et al., 1999). Klinické ptiznaky se 1i$i i geograficky
napt. v Severni Americe u 60% nelécenych pacientli borelie postihuji hlavné klouby (kvili
tomu, Ze v USA je hlavnim druhem borelie B. burgdorferi s.s.) ale v Evropé jen u 3 az 15%

pacientt (B. burgdorferi s.s. se zde vyskytuje ziidka) (Steere 1989).



Tab. 1: Seznam druhti borelie (GEOG. ROZ.: geografické rozsiteni, PAT: patogeneze).

DRUH GEOG. VEKTOR REZERVOAR | PAT REFERENCE
ROZ.
B.chilensis Jizni I. stilesi hlodavci - Ivanova et al., 2014
Amerika pudu jizni
B. americana USA I. minor ptaci + Rudenko et al.,
I. pacificus 2009a
Clark et al., 2013
B. andersonii USA I. dentatus kralici + Marconi et al., 1995
Clark et al., 2013
B. californiensis USA I. pacificus jelenec - Postic et al., 2007
I. jellisonii tarbikomys
I. spinipalpis
B. carolinensis USA I. minor hlodavci - Rudenko et al.,
ptaci 2009b
B. mayonii USA I. scapularis - + Pritt et al., 2016
USA . ricinus hlodavci + Postic et al., 1998
Evropa I. scapularis Rudenko et al., 2008
B. bissettii I. pacificus Rudenko et al.,
I. minor 2009c
Girard et al., 2011
B. burgdorferi USA l. ricinus hlodavci, ptaci, + Baranton et al., 1992
S.S. Evropa I. scapularis savci, jestérky Picken et al., 1996
B. kurtenbachii USA . scapularis hlodavci - Margos et al., 2010
Evropa
B. spielmanii Evropa I. ricinus hlodavci + Richter et al., 2006
Foldvari et al., 2005
B. finlandensis Evropa . ricinus - - Casjens et al., 2011
B. lusitaniae Evropa l. ricinus hlodavci + LeFleche et al., 1997
Sev. jestérky Collares-Pereira et
Afrika al., 2004
B. bavariensis Evropa . ricinus hlodavci + Margot et al., 20009,
Asie I. persulcatus 2013
B. afzelii Evropa l. ricinus hlodavci + Canicaetal., 1993
Asie I. persulcatus Rijpkema et al., 1997
B. garinii Evropa . ricinus hlodavci + Baranton et al., 1992
Asie I. persulcatus ptaci Rijpkema et al., 1997
I. hexagonus jestérky Ryffel et al., 1999
I. nipponensis
B. valaisiana Evropa I. ricinus ptaci + Wang et al., 1997
Asie I. granulatus jestérky Ryffel et al., 1999
B. sinica Cina I. ovatus hlodavci - Masuzawa et al.,
2001
B. yangtze Cina I. granulatus hlodavci - Chu et al., 2008
l.
haemaphysalis
B. japonica Japonsko I. ovatus hlodavci - Kawabata et al.,
1993
B. tanuki Japonsko . tanuki psi, kocky - Fukunaga et al., 1996
B. turdi Japonsko I. turdus ptaci - Fukunaga et al., 1996




1.1.1 Morfologie borelie

Borelie jsou charakteristické protahlym spirdlovitym tvarem s po¢tem zaviti 3 az 10.

Jejich délka se pohybuje od 3 do 40 um a sitka dosahuje az 0,5 um (Mahon et al., 2014).

Obr. 1: Typicky spiralovity tvar Borrelia burgdorferi (ptevzato z Rudenko et al., 2016).

Stavba borelie je unikatni. Bun&fnéd sténa je flexibilni a skladd se ze tfi vrstev -
lipoproteinova, liposacharidova a peptidoglykanova (Barbour & Hayes 1986; Goldstein et al.,
1996). Boreliim chybi bakteridlni lipopolysacharid (Takayama et al., 1987). Mezi
membranami je periplazmaticky prostor a v ném se nachazi bi¢iky (7-11), které obtaci celou
buiiku borelie (Motaleb et al., 2000). Tyto bi¢iky rotuji, smrst'uji se a natahuji, coz umoznuje
rychly Sroubovity pohyb bakterie a tim i prinik do jinych bunék nebo K piekonani epitelialnich
¢1 hematoencefalickych bariér (Harman et al., 2013; Grab et al., 2005).

Borelie maji sloZity a neobvykly genom - maly linearni chromozom (velikostné az 1Mb)
a navic velky pocet plazmidi — 21, z nichz 9 je cirkularnich a 12 linearnich (Fraser et al.,
1997). Na plasmidech bylo detekovano 430 moznych gent (ORF - ,,open reading frames®), ze
kterych jsou jen 16% identifikované. Nékteré z plazmidu se uplatiiuji pii patogenezi borelie.
el al., 2007; Lawrenz et al., 2004; Purser et al., 2003). Dojde-1i ke ztraté dalezitych plazmida

(napf. pasazovanim), muze dojit i ke ztraté infekénosti (Purser & Norris et al., 2000).

Antigeny borelii jsou vazany hlavné na povrchu borelii (,,Outer surface proteins® neboli
vné&jsi povrchové proteiny — OspA az OspF, VISE atd.) a i na bi¢ikach (bi¢ikovy flagelin FlaA,

FlaB). Borelie mohou antigeny ménit podle toho, v jaké fazi Zivotniho cyklu se nachazi, coz



zpiisobuje vysokou toxicitu a umoznuje vyhnout se imunitnim reakcim napadeného organismu
se podileji na Sifeni infekce nebo bunééné adhezi, napt. protein Dbp (,,Decorin binding
protein®), lipoprotein BBK 32, protein Bgp (,,Borelia glycosaminoglycans binding protein) a
dalsi (Cluss et al., 2004; Fischer et al., 2006; Guo et al., 1995).

Borelie se pfed nepfiznivymi podminkami (zména okolniho prostiedi, pH, teploty,
zména slozeni kultivaénich médii, antibioticka 1écba, imunitni obrannd ¢innost hostitele)
dokaze branit n¢kolika zpstisoby. Borelie jsou adaptovany na nizké hladiny zeleza, dokaze
tvofit tzv. ne-spiralni formy (reverzibilni cysty), odskrtit bunéénou sténu (granula) c¢i
cytoplazmatickou membranu (bleb) nebo tvofit kolonie tzv. biofilmy, které¢ sekretuji na povrch
ochranné extracelularni polymerni latky (Aguirre et al., 2013; Garon et al., 1989; Kersten et

al., 1995; 2011Sapi et al., 2012; Stricker & Johnson).

1.1.2 Pfenos borelii na hostitele

I. scapularis (diive I. dammini) a I. pacificus (Bissett & Hill 1987; Persing et al., 1990). I.
dammini byl v 90 letech uznan za stejny druh jako I. scapularis (Oliver et al., 1993). V Evropé
jsou nejrozsifenéjs§im vektorem I. ricinus a v Asii I. persulcates (Gem & Humair 2002;
Fukunaga et al., 1995). Pfedpoklada se, ze Se na pfenosu borelii mize podilet i krevsajici hmyz
napf. mouchy rodu Tabanidae, komati rodu Aedes, Culex, blechy a muchnicky, ale pfenos na
¢lovéka nebyl doposud stoprocentné prokazan (Kosik-Bogacka et al., 2007; Magnarelli &
Anderson1988; Netusil et al., 2013).

Neinfikovana kliStata (vSechny jejich stadia — larva, nymfa, imago) ziskavaji borelie z
infikovanych zvitat pfi sani krve a pfenasi si infekci 1 do dalSich vyvojovych stadii. AvSak k
vertikalnimu pfenosu nedochazi: po poslednim krmeni samice kladou vajicka ve kterych
ptitomnost B. burgdorferi s.l. prozatim nebyla prokazana (Hovius et al., 2007; Radolf et al.,
2012). Klistata mizou byt infikovana i vice nez jednim druhem borelii z komplexu B.

burgdorferi s.l. (Rauter et al., 2005).

Ptirozenym hostitelem borelii je mnoho obratlovcil (az 237 riznych druhti zvifat), mezi
nejhlavnéjsi patfi mali savci a ptaci, ale mizeme je objevit i v jeStérkach (Anderson et al.,
1986; Anderson & Magnarelli 1984; Clark et al., 2005; Levin et al., 1996; Rudenko et al.,

2011). Nékteré druhy borelie maji Casto spojitost s ur€itym druhem zvitete - hostitele.
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Napiiklad B. afzelii, B. japonica, B. bissettii preferuje malé hlodavce, ale B. garini a B.
valaisiana nebo B. turdi malé ptaky. Tato hostitelska specificita je dana citlivosti nebo
odolnosti raznych druhii borelii ke komplementu hostitele. Tato citlivost pfifazuje mnoha
druhtim obratlovcl status rezervoarového hostitele v pfirodé (Hanincova et al., 2003;
Kurtenbach et al., 2002). B. burgdorferi s.s. nevykazuje zadnou preferenci hostitele a proto se
ji tika generalista (Hanincova et al., 2008).

Nahodnym hostitelem borelii mize byt i ¢lovék. Clovéka dokazi nakazit viechna
infikovana stadia klistat, ale vétsinou jsou za pienos spirochét odpovédné nymfy (Radolf et
al., 2012). Zda se infekce pieda, zalezi na n¢kolika faktorech napt. doby sani, komplementu,
poCtu ¢i generacni dob¢ spirochét. Pouze 1/3 nakazenych klist'at je schopna piedat infekci
(Bartinek 2013). Spirochéty se predavaji béhem sani klistéte prvnich 24 hodin, ke vzniku

infekce je vSak vétSinou zapotiebi delsi doby a to 48 hodin (Piesman et al., 1987).
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3
/ %Sm;chsme
L
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larvae
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Obr. 2: Enzooticky cyklus Borrelia burgdorferi s.1. (pfevzato z Radolf et al., 2012).

1.1.3 Imunitni odpovéd’ hostitele proti boreliim

Silnd imunitni odpovéd’ se zacina indukovat pii sani klistéte, kdyZ borelie infikuji
hostitele. Imunitni odpovédi se ucastni jak vrozena (nespecificka) tak 1 specifickd imunita.
Vrozend imunita zahrnuje komplement, fagocyty (makrofagy, neutrofily a dendritické buiiky),
NK burky (,,natural killer cells*) a cytokyny (Akira 2003; Berende et al., 2010).



V boji proti boreliim se nejprve Gcastni komplement (C3 proteasa B), ktery se navaze
na povrch borelii a zahajuje mnoho reakci napt. zvyseny transport leukocytii do mista infekce,

narus$ovani membrany nebo ptimou lyzi borelii (Gros et al., 2008; Hovius et al., 2007).

Kli¢ovou roli v rozpoznani borelii a v aktivaci vrozené¢ imunity dale hraji i nékteré
specifické komponenty patogenti (,,PAMP - Pathogen-associated molecular patterns*), které
se u hostitele bézné nenachazi. (Akira & Takeda 2004 absent in the refference list). Tyto
signaly pfijimaji specidlni receptory (,,PRRs - pattern recognition receptors*), ke kterym patii
napi. Toll-like receptor (TLR1 a 2), NOD-like receptor (NOD2 - ,,Nucleotide-binding
oligomerization domain protein‘) nebo C-lektin receptor (MR - mandza) (Berende et al., 2010;
Oosting et al., 2010; Wooten et al., 2002; Wang et al., 2004). Jejich ulohou je aktivace

Y L

(Berende et al., 2010; Cinco et al., 2001; Oosting et al., 2010).

Borelie indukuje kromé protizanétlivych cytokint (IL-6, IL-1p, IL-12, TNF-a a IFN-y)
i anti-zanétlivé cytokiny (IL-10), chemokiny (IL-8), adhezivni molekuly (napi. E-selektin)
nebo oxid dusnaty vyrabény neutrofyly a makrofagy (Berende et al., 2010; Burns et al., 1997,
Giambartolomei et al., 1999; Ma et al., 1994).

V pozdéjsi fazi infekce antigeny prezentujici builky (napf. makrofagy, dendritické
buniky) mohou migrovat do lymfatickych uzlin a stimulovat tak specifickou imunitu B/ T
lymfocytt (Tilly et al., 2008).

1.1.4 Odpovéd’ borelie na imunitni odpovéd hostitele

strategii patii inhibice komplementu rtiznymi zptisoby (Hellwage et al., 2001; Kraiczy et al.,
2001; Schuijt et al., 2008). Sliny klistéte maji mnoho imunosupresivnich faktorti napt. dokazi
inhibovat makrofagy, fagocyty, cytokiny, T/B buiiky, superoxid i oxid dusnaty (Hannier et al.,
2003; Kuthejlova et al., 2001; Slamova et al., 2011). Borelie dokéze zménit expresi svych
povrchovych proteinil (pt. VISE) (Zhang & Norris 1998). Diilezitou roli hraji 1 rizné proteiny,
které umoznuji ptilnuti k riznym tkédiovym strukturdm a napomahaji tak ptetrvani borelii v
organismu (protein BBK32 na fibronektin) (Fischer et al., 2006). Patti sem také jiz zminované
rezisten¢ni formy borelie, jako jsou cysty, bleby a biofilmy (Kersten et al., 1995; Stricker &
Johnson 2011; Sapi et al., 2012).



Pro leh¢i prinik borelii do celého organismu napomahéd vazba plasminogenu na
povrchvé proteiny ERPC, ERPA a ERPP. Plasminogen se aktivuje na serinovou proteazu
plasmin, ktery vede k degradaci extracelularnich matrix a membran hostitele (Brissette et al.,
2009). Diky tomuto fibrinolytickému systému se borelie dokazi §ifit do riznych tkéani jako

napt. mozek, srdce, klouby nebo o¢i (Anderson 1985; Gebbia et al., 1999; Grab et al., 2005).

1.2 Borrelia americana

Rudenko a kolegové (2009a) objevili v roce 2009 novy druh borelie, ktery pojmenovali
Borrelia americana. V letech 1993 az 1999 v Jizni Karolin¢ a v jihovychodni USA bylo
nasbirano celkem 118 vzorkl z riznych ptaki, hlodavet a klistat. Analyza vSech vzorkl
prokazala, ze se sedm z nich se liSilo od ostatnich a pfedstavovalo novy druh. Nova B.
americana byla izolovana z nymf klistéte Ixodes minor posbiranych z ptaka sttizlika
karolinsého (Thryothorus ludovicianus) a z pipila rudookého (Pipilo erythrophthalmus) ze
Severni Karoliny (Rudenko et al., 2009a). Nové objeveny druh mél velkou podobnost se
vzorkem patficim do diive popsané skupiny genomospecies 1, ktera ale kvuli malému
mnozstvi vzrokid nebyla oznacena jako novy druh. Vzorek genomospecies 1 byl izolovan ze
vzorku z Ixodes Pacificus z Kalifornie (1989-1991) (Schwan et al., 1993; Rudenko et al.,
2009a).

Odlisnost nového druhu B. americana od ostatnich B. burgdorferi s.1. byla prokazana
pomoci multilokusové sekvenéni analyzy, kterd zahrnovala sekvenéni analyzy genil
kodujicich 16S rRNA, p66, ospA, flagellin a IGS (intergenic spacer) a fylogenetickou analyzu
ze sekvence z uvedenych fragmenti. RFLP metoda (,,restriction fragment length

polymorphism*) ukazala, ze B. americana ma dvé podskupiny A a B (Rudenko et al., 2009a).

1.2.1 Rozsifeni B. americana a dalsi vektory

Pozdé&ji byla B. americana dale potvrzena ve vzorcich z riznych druht klist’at a hostitelt
(pfevazné ptaci) a i v riznych Castech svéta. Borrelia americana také byla izolovana z |I.
pacificus a Dermacentor occidentalis parazitujici na leguanovi (Sceloporus occidentalis) z
jizni Kalifornie (Lane et al., 2013).

V Kalifornii (San Francisco) byla B. americana objevena v klistatech Ixodes pacificus.
Testovani byli 5960 I. pacificus, 40 I. spinipalpis a mali savci v letech 2009 az 2012. Z

celkového poctu bylo 218 izolati pozitivnich na Borrelia burgdorferi s.l. a mezi riznymi



druhy borelii byla potvrzena i pfitomnost B. americana a to v Ixodes pacificus (Fedorova et
al., 2014).

Dalsi nova studie ukazuje, Ze B. americana byla detekovana v nymf¢ Ixodes auritulus
parazitujici na drozdovi pruhoktidlém (Ixoreus naevicus) na ostrové Vancouver pii pobiezi
kanadské provincie Britské Kolumbie. Mimo jiné B. americana se zaznamenala i v dal$ich 4
nymfach . auritulus, které byly posbirany z jiného ptaka - pipila skvrnitého (Piplio maculus)
(Scott & Foley 2016).

B. americana byla objevena v klistéti Ixodes pararicinus parazitujici na savcich a to na
skotu a na jelenech v Uruguay (Jizni Amerika) (Barbieri et al., 2013). V Jizni Americe byla B.
americana dale zaznamenana i v Argenting a to také v klistéti I. pararicinus (Nava et al.,
2014).

Dalsi vyskyt B. americana byl dokonce nové zaznamenin i v Ciné v oblasti
Heilongjiang. B. americana byla tady detekovana v klistéti Ixodes persulcatus. Pomoci
sekvenace se zjistilo, Ze tato ¢inska B. americana ma velkou podobnost (99,8%) s americkymy
kmeny SCW-30f, SCW-41, SCW-32 borelie (Yu et al., 2016).

1.3 Borrelia carolinensis

Dalsi druh borelie byl objeven roku 2009 ve vzorkli ucha hlodavcti — 9 vzorkl z
americkych kie¢ka (Peromyscus gossypinus) a 6 vzorka z lesomysi (Neotoma floridana) a 1
vzorek z klistéte Ixodes minor (sajicim na N. floridana) v 5 oblastich Jizni Karoliny.
Multilokusova sekvenci analyza odhalila u 16 vzorki (z celkového poctu 118) neznamy RFLP
vzorec u rrf-rrl mezigenového tseku a gend pro flagellin. Odlisné nukleotidy v sekvenci 16S
rRNA také oddélovaly tento druh od jinych druhti borelie. Vysledky multilokusové sekvencni
analyzy tedy potvrdily existenci nového druhu borelie patiici do komplexu B. burgdorferi s.1.,
ktery byl pojmenovan podle oblasti vyskytu jako Borrelie carolinensis (Rudenko et al., 2009b,
2011).

1.3.1 Rozsifeni B. carolinensis a dalsi vektory

V letech 2014 Foley a jeho kolegové nasli B. carolinensis v pustinné oblasti v klistéti
Ixodes minor sajici na Microtus californicus scirpensis (izolovany poddruh hrabose
kalifornského). Hlodavci byli pochytani podél feky Amargosa pobliz Tecopa Hot Springs
(Kalifornie) (Foley et al., 2014).



B. carolinensis byla dokonce objevena i v Evropé€. V roce 2010 Cotté a jeho kolegové
posbirali celkem 572 1. ricinus v lesich v zapadni Francii. Tato klistata byla infikovana
riznymi patogeny, ale 35 (6,1%) klistat bylo pozitivnich na B. burgdorferi s.I. Krom¢& Borrelia
garinii a B. afzelii byla také potvrzena pfitomnost B. carolinensis v analyzovanych klist'atech.

Jednalo se tedy o prvni zaznam B. carolinensis v Evropé (Cotté et al., 2010).

B. carolinensis byla detekovana i v Cing. Ve zvorcich DNA extrahovanych z klistat z
10 oblasti v 8 provinicich Ciny. B. carolinensis byla jednou z8 DNA objevenych v
analyzovanych klistatech, 4 vzorky pochazeli z klistéte Haemaphysalis longicornis a
odpovidaly Borrelia carolinensis (Yu et al., 2016).

1.4 Vektory Ixodes ricinus a Amblyomma americanum
Klisté Ixodes ricinus je rozsiteno hlavné v Evropé a povazuje se za plnohodnotny vektor

borelii, které zpstibuji onemocnéni LB (Jaenson et al 2011, Cotté et al, 2010).

Amblyomma americanum se hojné vyskytuje v USA (Stromdahl et al., 2015). Zda klisté
A. americanum je schopno byt kompetentnim vektorem spirochét komplexu B. burgdorferi
s.l. je ale stale otazkou. A. americanum ma ve slinach biologicky aktivni latky, které dokazi
nicit borelie. Z tohoto divodu se spekulovalo, Ze je velice nepravdépodobné, Zze by A.
americanum mohlo pienaset borelie (Zeidner et al., 2009). AvSak tento vyrok potvrzuje i
vyvraci nékolik studii. Napfiklad nedavna studie Stromdahl a kolegti (2015) nepotvrdili
piitomnost borelii ani v jednom klistéti A. americanum z 1097 analyzovanych klistat. Oproti
tomu dalsi studie tutu hypotézu vyvraci. Od dvou riznych lidi, prokazujicich typické ptiznaky
LB — erythemu migrans, Zijicich v lokalit¢ New Yersey, byla odebrana klistata A.
americanum, ve kterych byla potvrzena DNA B. burgdorferi s.s., dale byla DNA borelie
potvrzena i u samostatnych nymf (3,4%) a imag (5,4%) (Schultz et al., 1984). Teltow a
kolegové (1991) taktéz izolovali B. burgdorferi z A. americanum posbiranych v Texasu
(0,84%). B. burgdorferi (1,9%) byla také detekovana v klistatech ~A. americanum
shroméaZdénych v jthovychodnim Missouri a jeho okoli, kde se bézné vyskytuje LB (Feir et
al., 1994). Rudenko a jeji kolegové potvrdili ptitomnost DNA vybranych ospC typu B.
burgdorferi s.s. v populaci A. americanum z Floridy, USA (Rudenko et al., 2016). Relativné
nova studie dokonce detekovala DNA B. burgdorferi s.l. v A. americanum odebranych z lidi

pochazejicich z Floridy a Georgii (Clark et al., 2013).
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2 Cil prace

1) Za pouziti metody piimé diagnostiky studovat infekéni potencial druhti borrelii, B.

americana a B. carolinensis na laboratornich zvifatech.

2) Analyzovat a srovnavat schopnost dvou raznych vektort Amblyomma americanum a

Ixodes ricinus zachovavat a pienaset infekci na hostitele.

3) Interpretovat ziskané vysledky z hlediska potencialniho rizika nakazy lymskou
boreliézou pro lidi v oblastech, kde byla zjisténa pfitomnost klistat A. americanum a

dvou druhu Borrelie.
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3 Material a metody

Tab. 2: Ptehled pouzitych piistroji.

Centrifugy Centrifuge 5415 R (Eppendorf),
Centrifuge 5415D (Eppendorf)
Inkubétor Thermomixer (Eppendorf)

Mikroskop s temnym polem

Leica DM 1000 LED (Leica)

Petroff - Hausserova komurka

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

Vortex

V1+ plus (Biosan)

Homogenizator TissueeLyser Il (Qiagen)

PCR box DNA/RNA UV cleaner UVC/T-M-AR (Biosan)
PCR cycler Mastercycler personal (Eppendorf)
Elektroforéza OVL Easycast™ B2 (Thermo scientific)
Fotosystém na foceni gelti Kodak

Flow box ESCO Class Il BSC

Trepacka GallenKamp

Tab. 3: Piehled pouzitych chemikalii a kitt.

Médium pro BSK 11 protokol P. Rosa (Tab. 4)
kultivaci borelii MKP protokol E. Ruzic — Sabljic (Tab. 6)
I1zolace DNA gDNA DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen)
pDNA QIAprep® Spin Miniprep Kit
PCR 2x Master mix Taq DNA polymeraza 400 uM dATP, 400 uM dGTP,
Semi-nested PCR 400 uM dCTP, 400 uM dTTP, 3mM MgCI2 (Promega)
Nested PCR 2x Master mix HotStarTaq DNA Polymeraza 400 uM dATP, 400 uM
dGTP, 400 uM dCTP, 400 uM dTTP, 3 mM MgCI2
(Qiagen)
Elektroforéza Agarozovy gel 1x TAE pufr, 0.9 -2.5% agarosa (Serva)

50x TAE pufr

200 mM Tris - HCI, 50 mM EDTA

produktu

6x DNA 0.03 % bromophenol blue, 0.03 % xylene cyanol, FF,
Loading dye 0.4 % orange G, 15 % Ficoll™ 400, 10 mM Tris - HCI
(pH 7.5) a 50 mM EDTA (pH 8.0) (MBI Fermentas)
Marker 100 bp Gene Ruler (Promega)
Purifikace PCR Kolonky Ultrafree®-DA DNA extraction from agarose gels

(Millipore)

Klonovani a transformace

TOPO TA Cloning Kit For Sequencing (Invitrogen)

3.1 Priprava média BSK Il a MKP pro borelie

Médium BSK II bylo pfipraveno podle protokolu Dr. P. Rosa (Rocky Mountain
Laboratory, USA). Latky CMRL, neopeptone a BSA byly michany dohromady az do
rozpus$téni, poté k nim byly pfidany dalsi latky (Tab. 4) az na Zelatinu. Ptidani Zelatiny
vyzadovalo nejprve rozpusténi v horké vodé, pak byla pfimichdna k zadkladnimu roztoku. pH
roztoku bylo upraveno na 7,6 pomoci NaOH. Hotovy roztok pfi teploté 55°C byl nasledné

ptefiltrovan skrz 0,2 um filtr, pak bylo pfidano krali¢i sérum. Toto médium bylo rozdéleno do
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zkumavek po 50 ml a uschovdno v mrazdku pfi — 20 °C. (Dr. Rosa P.,

http://www.niaid.nih.gov).

Tab. 4: SloZzeni média BSK II.

Latka Mnozstvi

g/l

10x CMRL 9,7
Neopeptone 5
BSA 50
Yeastolate 2
HEPES 6
Glukoéza 5

Citrat sodny 0,7

Pyruvat sodny 0,8

N-acetyl gluk6ézamin 0,4

Hydrogenuhlicitan sodny 2,2
Zelatina 10

*Krali¢i sérum — 60 ml na 1 litr média.

Druhé médium MKP bylo pfipraveno podle protokolu Prof. E. Ruzic — Sabljic
(University of Ljubljana, Institute of Microbiology and Immunology, Slovinsko). Zakladni
médium bylo pfipraveno nasledujicim zptisobem: latky (Tab. 5), které byly ve formé prasku
byly rozpustény v 750 ml destilované vod¢, nasledné bylo pfimichano 100 ml 10x CMRL. pH
roztoku bylo upraveno na 7,6 pomoci NaOH a médium bylo doplnéno destilovanou vodou pro
kone¢ny objem 1 litr. Tento zékladni roztok byl sterilizovan piefiltrovanim skrz 0,2 um filtr a

rozdélen do 50 ml zkumavek a uschovavan na -20°C po dobu do 3 mésicu.

MKP kultivaéni médium bylo pak ptipraveno ze zakladniho roztoku. Zbytek latek
(Zelatina, kralici sérum a BSA) byly zahtaty na 33°C a poté se ptidaly k zakladnimu roztoku.
Hotové médium bylo piefiltrovano pies 2,2 um filtr a skladovano v lednici (+4°C) po dobu

maximalné jednoho mésice. MKP médium se nezmrazuje a pouziva se jen katkou dobu.

Tab. 5: Slozeni zakladniho média MKP.

Latka MnoZstvi

g/l

10x CMRL 9,7
Neopeptone 3
HEPES 6
Glukoza 3

N-acetyl glukézamin 0,4
Hydrogenuhli¢itan sodny 2

Kyselina citrénova 0,7

Kyselina pyrohroznové 0,8
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Tab. 6: Slozeni kompletniho média MKP.

Latka Mnozstvi
ml
Zakladni médium MKP 1000
Zelatina 7% 200
Krali¢i sérum 72
BSA 35

3.2 Kultivace borelii z komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato

Za sterilnich podminek byly jednotlivé kultury (ze zmrazenych zasobnych kultur)
nasazeny ockovaci klickou do jiz ptipraveného 10 ml BSK II a MKP média. Kultivace borelii
probihala in vitro pii 34°C a pii pokojové teploté. V pribéhu inkubace se vzorky kontrolovaly
v pravidelnych intervalech. Riist kultury byl pozorovan pod mikroskopem v temném poli a

pouze nekontaminované a dobfe narostlé (nad 107) kultury byly vyuzity pro dalsi experimenty.

3.3 Mikroskopie temného pole

Pomoci mikroskopu byla zjisténa Zivotnost, nartst a Cistota kultury. Borelie byly
sledovany pod objektivem 10x nebo 40x. Pro stanoveni celkového poctu borelii ve vzorku
byla vyuzita Petroff - Hausserova komirka. Vzorek (10 um) byl pfenesen pipetou do
komurky. Pro stanoveni koncentrace byl spocitan priimérny pocet bakterii v tthlopticce péti
vétsich ctverct Petroff- Hausserovy komurky. Koncentrace bun¢k v 1 ml kultury byla
spo¢itana pomoci vzorku A x 1,25*10°, kde A je pramérny podet bakterii ve vétsim &tverci

pocitaci komurky.

3.4 Infikovani laboratorniho modelu savce
K inokulaci laboratornich mysi se zvolila narostla kultura, ktera nebyla kontaminovana
(Borrelia americana kmen SCW-30E a Borrelia carolinensis kmen SCW-13). Tato kultura

byla nafedéna na pozadovanou koncentraci 10° spirochét ve 100ul média.

K inokulaci byly pouZity bilé laboratorni mysi kmene CD1 z chovu Parazitologického
Ustavu. Kazda my$ byla infikovana stejnym mnozstvim borelie (10%/100 pul) subkutanné na
krku injek¢ni jehlou. Celkem bylo inokulovano 12 mysi (4 mysi - Borrelia americana, dalsi 4
mysi Borrelia carolinensis, 2 mysi ¢istym médiem BSK bez borelii, které slouzily jako

negativni kontrola a 2 mysi B. burgdorferi s.s., které slouzily jako pozitivni kontrola).
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3.5 Metoda primé diagnostiky

Prvni odbér tkani probéhl po tydennim infikovani mysi. Pomoci nuzek byl ustfihnut
mysim kousek tkané€ z ucha. Kousek ucha se poté odebiral jesté¢ dvakrat ve druhém a v Sestém
tydnu pro naslednou analyzu pomoci PCR na pfitomnost DNA borelie. Na infikovanych
mySich se nechaly krmit neinfikované larvy klist'at Ixodes ricinus a Amblyomma americanum.
Larvy klistat se pak nechaly vylihnout do dalsiho stadia (nymfy). Tyto nymfy byly nasazené
na neinfikované (naivni) mysi a po nasati a odpadnuti klist'at byly mysi ponechané po dobu
Sesti tydnt pro detekci vyvijeni piipadné infekce. Po téchto Sesti tydnech byly mysi usmrceny
a u kazdé mysi se pfi pitvé odebirala krev a tkdn¢ — ucho, srdce, slezina, mo¢ovy méchyi a
kloub.

3.6 Extrakce a izolace genomové DNA z borelii, z kliS§t’at a z mySich tkani
Borelie byly oddéleny od média centrifugaci (4°C, 10 min/13,2 rpm). Supernatant byl
opatrné odpipetovan a dekontaminovan. Pelety byly ihned zpracovany nebo zmraZeny na -
20°C. Pro izolaci genomové DNA (gDNA) u viech vzork® byl pouzit DNeasy® Blood &
Tissue Kit (Qiagen). Pii izolaci se postupovalo striktné podle protokolu vyrobce (Qiagen).

Tkéné z mysi byly rozdéleny podle jednotlivych organli do mikrozkumavek. Vzorky
byly homogenizovany pomoci kuli¢ek na homogenizatoru v prvnim lyza¢nim roztoku z kitu

(Qiagen). Dale se postupovalo podle protokolu od vyrobce.

Klistata byla fadné rozdélena podle vyvojovych stadii (larva, nymfa) i druhu (1. ricinus,
A. americanum) a oznacena v mikrozkumavkach (typ Ependorf). Vzorky klistat byly
uchovavany v mrazaku pfi — 20°C do zpracovani. Homogenizace vzorkil a nasledna izolace

gDNA byla provedena stejnym zptsobem jako u vzorki tkani z mysi.

Po izolaci gDNA vsech vzorkli probéhlo pro kontrolu métfeni koncentrace. VSechna

vyizolovana DNA byla uchovavana v lednici pti 4°C.

3.7 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Piitomnost DNA spirochét ve vzorcich byla ovéfena pomoci PCR, kde izolovana
genomova DNA byla pouzita jako templat. Celkovy objem kazdé reakci smeési byl 20 pl.
Amplifikace probihala v pfistroji Master cycler personal (Eppendorf).
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Tab. 7: SloZeni reak¢ni smésy pro PCR (20 pl).

10x Pufr 2 ul

25 mM MqCl, 2 ul

Taq DNA polymeraza 0,5l

10 mM dNTPs 1 ul

1 mM Primer reverse 1 ul

1 mM Primer forward 1 ul

DNA (templat) 1-5ug

H.O Odvozena od mnoZzstvi DNA

*U reakeéni smési byly latky jako je

polymeraza nahrazeny 2x PCR Master mix (Promega).

10x PCR pufr, 25mM MgCI2, 10mM dNTPs a Tag DNA

Ke kazdé reakci byla ptipravena pozitivni i negativni kontrola. U pozitivni kontroly

byla jako templat pouZita ovétena DNA z borelie (B.burgdorferi s.s.) a u negativni byl templat

nahrazen deionizovanou vodou.

Tab. 8: Seznam vsech pouzitych primeri pro PCR reakci (Anneal: annealing, F: Forward, R: Reverse).

Primer | Anneal PCR Sekvence F/R Citace
set () produkt 5°->3)
(bp)
adeC 55 496 | CTTCTTGTGTGCCGGCTTTG Jewett et
TCGTGCCCATACCCTATTGC al., 2007
pNCA 50 243 | TAAAAACGGGGGCATTTGGC Purser et
ACGCAAAAATCTAATGCCAATCCT al., 2003
VISE 55 110 | TGGTGCGAAGGCTGATAAGG Liveris et
TTACATCCTTCAGCGCACCC al., 2008
actin 60 294 | AGAGGGAAAT CGTGCGTGAC Buxbaum
CAATAGTGATGA CCTGGCCGT etal., 2014
flagellin 52 497 | AARGAATTGGC AGTTCAATC Clark et al.,
out GCATTTTCWATTTTAGCAAGTGATG 2005
ospC 52 635 | ATGAAAAAGAATACATTAAGTGC Bunikis et
out ATTAATCTTATAATATTGATTTTAATTAAGG | al., 2004
ospC 55 589 | TATTAATGACTTTATTTTTATTTATATCT Bunikis et
inn TTGATTTTAATTAAGGTTTTTTTGG al., 2004
clpA 48 849 | GATAGATTTCTTCCAGACAAAG
outer TTCATCTATTAAAAGCTTTCCC
clpA 50 706 | GACAAAGCTTTTGATATTTTAG
inner CAAAAAAAACATCAAATTTTCTATCTC Mlar%‘(’)%gt
uvrA 48 910 | GAAATTTTAAAGGAAATTAAAAGTAG al.
outer CAAGGAACAAAAACATCTGG
uvrA 50 677 | GCTTAAATTTTTAATTGATGTTGG
inner CCTATTGGTTTTTGATTTATTTG
M13 50 754 | GTAAAACGACGGCCAG Euroimmun
CAGGAAACAGCTATGAC 2015
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3.7.1 Priikaz pritomnosti plasmidu s geny zodpovédnymi za infekénost borelii
Narostlé kultury borelii byly zkontrolovany pomoci PCR s primery specifickymi pro
geny adeC, pncA a VISE na piitomnost zminénych gent, které jsou zodpovédné za infekci

spirochét. Podminky amplifika¢ni reakce miizeme vidét v Tab. 9.

Tab. 9: Jednotlivé kroky amplifika¢ni reakce PCR.

1. Pocate¢ni denaturace DNA 96°C 5 min
2. Denaturace* 95°C 30 sek
3. Nasedani primera* adeC 55°C
pncA 50°C 30 sek
VISE 55°C
4. Elongace* 72°C 1 min
5. Zavérecna elongace 72°C 10 min
6. Teplota po skonceni reakce 4°C )

*Bod 2-4 se 30 az 35x opakoval.

3.7.2 Priikaz pritomnosti DNA borelii v klist’atech a v mySich tkanich

Kvalita DNA mysi byla nejprve zkontrolovana pomoci primerd na mysi aktin. Poté
byla DNA mysi a klistat zkontrolovana na pfitomnost DNA borelii pomoci primert
specifickych pro geny flagellin a ospC. Mysi vzorky byly dodatecné kontrolované na

ptitomnost DNA borelii s primery specifickymi pro housekeeping geny borelie clpA a uvrA.

Amplifikac¢ni reakce s primery pro flagellin a actin probihala obdobné, jak je uvedeno
v Tab. 9, jen teplota nasedani primerd se lisila: pro flagellin 52°C a pro actin 60°C. Pro zvySeni
citlivosti reakce a zaroven pro snizovani inhibice PCR reakce cizorodou DNA (DNA mysi)
byla pouzita tzv. nested PCR (Tab. 10), kde pro druhy krok (druhy round PCR) bylo jako
templat pouzito 5 pl z predchozi reakce. Tato metoda byla pouzita s primery pro ospC. V
prvnim kroku byla vyuzita sada primert ospC out R/F, v druhém ospC inn R/F.

Tab. 10: Jednotlivé kroky amplifikaéni reakce nested PCR.

1. Pocate¢ni denaturace DNA 95°C 5 min

2. Denaturace* 94°C 30 sek

3. Nasedani primera* | Ospc out 52°C 30 sek
Ospc inn 55°C

4. Elongace* 72°C 1 min
5. Zavérecna elongace 72°C 10 min
6. Teplota po skonceni reakce 4°C 0

* Bod 2-4 se 35x opakoval.
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V piipad¢ housekeeping genti byla provedena ,,semi-nested” PCR. Tato PCR se skladala
ze dvou reakci viz. Tab. 11 a 12. Pro prvni reakci (spacer) jako teplat slouzi mysi DNA a
pouzivaji se primery clpA Forward 1 a clpA Reverse, uvrA Forward 1 a uvrA Reverse. Pro
druhou rekaci (semi-nested) s primery clpA Forward 2 a clpA Reverse a uvrA Forward 2 a
uvrA Reverse a jako templat se odebird 5 ul z prvni reakce. Specialni podminky, tzv. ,,touch

down* PCR byly pouzité pro prvni Cast ,,semi-nested” PCR.

Tab. 11: Prvni amplifikacni reakce pro ,,semi-nested” PCR s primery pro ,.housekeeping™ geny.

1. Pocate¢ni denaturace DNA 95°C 15 min
2. Denaturace* 94°C 30 sek
3. Nasedani primeru* 55-48°C ** | 30 sek
4. Elongace* 72°C 30 sek
5. Zavérecna elongace 72°C 5min
6. Teplota po skonceni reakce 14°C o0

*Bod 2-4 se 35x opakoval.
** Teplota nasedani primert se s kazdym jednotlyvym cyklem snizila o 1°C, pak se dalSich 20 cyklu
opakovalo pii teploté nasedani 48°C.

Tab. 12.: Druha amplifikaéni reakce pro ,,semi-nested” PCR.

1. Pocatecni denaturace DNA 95°C 7 min
2. Denaturace* 94°C 30 sek
3. Nasedani primera* 50°C 30 sek
4. Elongace* 72°C 30 sek
5. Zavérecna elongace 72°C 5 min
6. Teplota po skonceni reakce 14°C 0

* Bod 2-4 se 35x opakoval.

3.8 Elektroforéza

Po ukonc¢eni PCR reakce byly vzorky kontrolovany elektroforézou v agarézovém gelu.
Koncentrace gelu zavisela na velikosti o¢ekavaného PCR produktu (od 0,9 do 2,5 % agardzy).
Ke vSem vzorkim byl pfiddn 3,3 pl 6x koncentrovany vzorkovy pufr (6x Orange
DNALoading Dye, Thermo Scientific, 50x SYBR Greenl). SYBR Greenl byl pouzit pro
vizualizaci DNA na gelu. Jako marker se pouzil 100 bp gene ruler (Invitrogen). Elektroforéza
probihala v 1x TAE pufru pfi napéti 80 az 100 V po dobu 10 az 40 minut. K vizualizaci

vysledki poslouzila UV lampa, vysledek se vyfotil a ulozil.
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3.9 Purifikace PCR produktu

Z agarozového gelu (0,9%) byly vytiznuty PCR produkty. Tyto PCR produkty byly
purifikovany pomoci kolonek Millipore (Ultrafree DA DNA extraction from agarose gels)
podle protokolu dané¢ho vyrobcem. Purifikované PCR produkty byly pouzité k naslednému

zaklonovani do plasmidového vektoru nebo k piimé sekvenaci.

3.10 Klonovani, transformace kompetentnich bunék a purifikace

plazmidové DNA z rekombinantu

Purifikovany PCR produkt byl klonovan do TOPO TA Cloning vektoru (TOPO TA
Cloning Kit For Sequencing - Invitrogen). Klonovaci reakce se skladala ze 4 ul purifikovaného
PCR produktu, 1 pl pufrového roztoku a 1pul vektoru z kitu. Cela reakéni smés se nechala

inkubovat pti pokojové teploté po dobu 30 minut.

Ihned na to navézal dalsi krok - transformace. Kompetentni buiiky (One Shot TOP10 E.
coli) se nechaly pomalu rozmrazit na ledu a ptidaly se k nim 2 pl z klonovaci reakce. Po 30
minutove inkubaci na ledu nastal tzv. ,,heat shock®, kdy se vzorky nechaly ve 42°C vodni lazni
ptesné 30 sekund a ihned se vlozily zpét na led. Ve sterilnim boxu se ke smési pfidalo 250 ul
SOC média a tato reakcni smés byla inkubovéna v tfepacce po dobu 1,5 hodiny pti 37°C. Po
inkubaci byla buné¢na kultura rozetiena na piipravené Petriho misky s LB agarem a
ampicilinem (50 pg/ml) a nechala se inkubovat pfes noc pfi teploté 37°C. Narostlé jednotlivé
kolonie byly pfeockovany do LB/ampicilin tekutého média a opét byly inkubovany pies noc

v tfepacce pii 37°C.

Bunécné pelety byly pouzité pro izolaci plazmidové DNA. Plazmidova DNA byla
izolovana podle navodu kitu "QIAprep® Spin Miniprep Kit.

3.10.1 Kontrola pritomnosti inzertu v plazmidu (,,screening*)

Pfitomnost inzertu v plazmidu byla oveéfena metodou PCR. Byly pouzity specifické
primery, které byly vyuzity pro amplifikaci ¢asti genu ospC inn (Forward a Reverse) a vektor-
specifické primery M13 (Forward a Reverse). Podminky pro amplifika¢ni reakci PCR jsou v
tabulce 13. Vysledky pak byly zkontrolovany elektroforézou na agarézovém gelu (2,5%).

Plazmidy ve kterych pfitomnost inzertu byla prokazana pak byly osekvenovany.
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Tab. 13: Jednotlivé kroky amplifika¢ni reakce pro primery M13 a ospC inn.

1. Denaturace DNA 95°C 5 min

2. Denaturace™ 94°C 30 sek

3. Nasedani primera* M13 50°C 30 sek
ospC inn 55°C

4. Elongace* 72°C 1 min

5. Zavérecna elongace 72°C 10 min

6. Teplota po skonceni reakce 14°C 00

*Bod 2-4 se 35x opakoval.

3.11 Sekvenace

Vzorky byly sekvenované v sekvenacni laboratoii BIOGEN Praha, s.r.0. ve dvou smérech
s primery M13 Forvard a M13 Reverse. Vzorky byly ptipravené podle navodu ze sekvena¢ni
laboratofe. Do dvou 200ul mikrozkumavek (typ Ependorf) bylo piidano 5-20 ng PCR
produktu nebo 25-80 ng plazmidu, dale byly pfidany vektor-specifické primery (2,5 pmol/ul)
ke kazdé reakci. Ziskané vysledky pak byly zpracovany v DNAStar a sekvenace byly

porovnané z informaci v GenBanku (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.).
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4 Vysledky

4.1 Kaultivace borelii

Kultivovany byly isolaty Borrelia americana kmeny SCW-30E a SCW-41 a Borrelia
carolinensis kmeny SCW-13 a SCW-19. Borelie byly inkubovany ve dvou médiich (MKP a
BSK 1I) pii pokojové teploté a pii 34°C.

Pii srovnani kultivaci na tom byly obé kultury stejné. B. americana i B. carolinensis
nejlépe rostly v BSK 11 a pii 34°C. Nejpomaleji rostl kmen SCW-41 B. americana. U kultury
B. carolinensis SCW-19 doslo ke kontaminaci. Nejlépe rostl kmen B. americana kultura -
SCW-30e (z Ixodes minor z ptaka stiizlika karolinsého Thryothorus ludovicianus, ptvod v
Severni Americe) a u B. carolinensis kmen SCW-13 (izolovano z kiecka bavlnového
Peromyscus gossypinus, pivod v Severni Americe) (Rudenko et al., 2009a, 2009b). Tyto
kultury byly pouzité pro dalsi experimenty.

4.2 Prukaz pritomnosti plasmidi nesoucich geny zodpovédné za

infek¢nost borelii

Genomova DNA obou borelii byla zkontrolovdna na ptitomnost plasmidi nesoucich
geny zodpovédné za infekénost kultur borelie. Tyto geny jsou adeC, pncA a vISE. Ptitomnost
geni adeC a pncA byla prokazana v obou kulturach borelii. Tieti gen zodpovédny za
infek¢nost kultur borelie VISE nebyl prokazan oé¢ividné z divodu nespecifity primert, které
puvodné byly navrhované pro B. burgdorferi sensu stricto (Tab. 14). Amplifikace ¢aste¢nych
sekvenci genu adeC a pncA s pouzitim genomové DNA obou druhti borelie je pfedstavena na

obrazku 3.

Tab. 14: Pfitomnost genti v kulturach borelie.

Infekéni gen B. americana B. carolinensis
adeC + +
pncA + +
VISE ? ?
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adeC

pncA

B.Americana B. carolinensis  + - marker
B. americana  B. carolinensis 7 - marker

Obr. 3: PCR produkty piedstavuji iseky genti adeC a pncA v kulturach B. americana a B. carolinensis,
+ pozitivni kontrola (DNA B. burgdorferi s.S.), - negativni kontrola a marker.

Ob¢ kultury borelie jsme povazovaly za infekéni. Narostlé nekontaminované Kultury
byly pouzité pro infekci mysi. Mysi byly infikované 10° spirochét ve 100 ul média na kazdou

mys a to pod kuzi na krku pomoci injekéni jehly.

4.3 Prikaz pritomnosti DNA borelii v mySich tkanich

Vysledky detekce DNA borelii v uSich experimentalnich mysi ukazuji, Ze po prvnim
tydnu ani v jedné mysi nebyla prokdzana ptitomnost boreliové DNA. Po druhém tydnu po
inokulaci zivé kultury DNA, byla borelie detekovana ve dvou mysSich infikovanych B.
americana. Po Sestém tydnu po inokulaci byla pfitomnost DNA borelie prokazana ve vSech
experimentalnich mysich (Tab. 15). Na obrazku 4 jsou uvedeny vysledky ze Sestého tydne.
Vzorky byly testovany PCR metodou s pouzitym primerem pro flagellin B. burgdorferi s.I.
(fragment 497bp).

Tab. 15: Pfitomnost borelii v usich v jednotlivych tydnech.

B. carolinensis B.americana
Mys§ 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
1. tyden | - - - - - - - - -
2. tyden - - - - - + - - + -
6. tyden | + + + + - + + + + -

22



B. carolinensis - usi

3 4 K - marker

500bp

Obr. 4: Detekce DNA B. carolinensis v mySich usich v 6 tydnu. Jamka 1 az 4 (experimentalni mysi),
5 (kontrolni my$ bez borelii), + pozitivni kontrola (DNA B. burgdorferi s.s.), - negativni kontrola a
marker.

Vsechny mysi se podafilo infikovat. Na tyto infek¢ni mysi se nasazely larvy klistat I.

ricinus a A. americanum, které se po nakrmeni ponechaly vylihnout do nymf.

4.4 Prikaz trans-stadialniho pienosu borelii z larev na nymfy

Vysledky detekce borelii v nasatych larvach a ve vylihlych nymfach A. americanum a
I. ricinus jsou zaznamenany v Tab. 16. Na demonstra¢nim obrazku 5 jsou uvedeny vysledky
ptritomnosti DNA B. americana ve vylihlych nymfach klistat A. americanum a I. ricinus.
Pouzila se metoda PCR s primery pro flagellin a citlivéjsi metoda nested PCR s primery pro

ospC gen (out a inn) (fragment 605bp).

Tab. 16: Detekce borelii v jednotlivych vyvojovych stadiich klistéte sajici na infekénich mysich.

rod mys$ klisté larva nymfa
1 A. americanum + +
2 A. americanum + +
B. carolinensis | 3 I. ricinus + +
4 I. ricinus + +
1 A. americanum + +
2 A. americanum + +
B. americana 3 I. ricinus + +
4 I. ricinus + +
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marker

Obr. 5: Detekce DNA Borrelie americana v nymfach A. americanum (jamka 1, 2) a I. ricinus (jamka
3, 4), + pozitivni kontrola (DNA B. burgdorferi s.s.), - negativni kontrola, marker.

Vsechny larvy klistat I. ricinus a A. americanum byly infek¢éni a infek¢énost si
ponechaly az do dalsiho vyvojového stadia - nymfy. Tyto infek¢ni nymfy se pak nechaly sat

na naivnich mysich.

4.5 Prikaz prenosu borelii z nymf na naivni mysi
Vysledky testovani pfitomnosti DNA borelie v organech mysi (6 tydni po nakrmeni
infek¢nich nymf na naivnich mysich) jsou uvedeny v Tab. 17 a 18. Analyza prob&hla pomoci

citlivéjsi metody nested PCR s primery ospC out a ospC inn (fragment 605bp).

Tab. 17: Pfitomnost DNA B. carolinensis ve tkanich u mysi 1-4.

Borrelia carolinensis
mys klisté srdce | krev | slezina moc¢. kloub | ucho
méchyr
1 A. americanum + + + + +
2 A. americanum + + + + +
3 l. ricinus + + + + +
4 l. ricinus + + + +

B. carolinensis

1 A. americanum 2 [ ricinus
H B S U Ex H ®8® s SoFlam TN

S05bp
‘ e—

S5000p

Obr. 6: Potvrzeni ptenosu patogenu nymfami obou druhl spirochét na my$ po krmeni. Piitomnost
DNA B. carolinensis u mysi po nasati infikované nymfy A. americanum a u mysi po nasati infikované
nymfy I. ricinus (H —srdce, B — krev, S —slezina, U — moc¢ovy méchyft, J — kloub, E —ucho, + pozitivni
kontrola (DNA B. burgdorferi s.s.), - negativni kontrola a marker).
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Tab. 18: Pfitomnost DNA B. americana ve tkanich mysi 1-4.

Borrelia americana
mys$ klisté srdce | krev |slezina| mo¢. kloub | ucho
méchyr
1 A. americanum +
2 A. americanum +
3 I. ricinus +
4 I. ricinus + + +

B. americana

1 A americanum
2 1. ricinus

H@B“ EﬂﬁB“J E 4 _Morke

Obr. 7: Piitomnost DNA B.americana v krvi mysi po nasati infikované nymfy A. americanum a mysi
po nasati infikované nymfy . ricinus (H — srdce, S —slezina, B — krev, U — mo¢ovy méchyt, J — kloub,

E — ucho, + pozitivni kontrola (DNA B. burgdorferi s.s.), - negativni kontrola a marker).

Nymfy A. americanum a I. ricinus pfenesly borelie druhu B. carolinensis a B. americana
do vsech testovanych naivnich mysi. B. carolinensis byla rozsifena ve v§ech organech az na
klouby. B. americana byla detekovana pouze v krvi a u jediné mysi navic i v mocovém

méchyii a uchu. Pro ovéteni vysledkli prob&hlo nésledné sekvenovani PCR produkti.

4.6 Ovéreni DNA borelii sekvenaci
Vybrané PCR produkty z testovanych mysich tkani byly osekvenovany. Sekvenacni
reakce podtvrdila ptitomnost sekvenci identickych pivodné pouzitymi B. carolinensis a B.

americana.

4.7 Shrnuti vysledki

V této praci byly spirochéty B. americana kmen SCW-30e a B. carolinensis kmen SCW-
13 zkontrolovany na ptitomnost genti adeC, pncA a VISE, které se nachazeji na plazmidech a

jsou zodpovédné za infekéni potencial borelie. Geny adeC a pncA byly pfitomny u obou druht
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borelii. Gen VISE se v obou druzich borelie nebyl detekovan nejspis z divodl nespecifity

primerd, které piivodné byly navrhované pro B. burgdorferi sensu stricto.

Naivni mysi byly infikovany borelii B. americana SCW-30e a B. carolinensis SCW-13.
Ptitonost DNA borelii byla detekovana u vSech mySich v usich. Po krmeni neinfikovanych
larev Ixodes ricinus a Amblyomma americanum na infek¢énich mysich az do uplného nasati a
nasledujiciho vylihnuti larev do dal$iho vyvojového stadia nymfy. DNA obou druht borelii
byla detekovana v nymfach jak I. ricinus tak i A. americanum. Timto byla prokazana
schopnost obou druhi klistécich vektora ziskavat borelie z infekéniho hostitele a ponechat si

ji pfi trans-stadidlnim pienosu.

Po krmeni infekénich nymf I. ricinus a A. americanum na naivnich mys$ich byla
prokazana pritomnost DNA B. carolinensis u vsech experimentalnich mysi ve vsech
kontrolovanych organech a to v krvi, srdci, mo¢ovém méchyii, usich a v slezing. Pfitomnost
DNA B. carolinensis nebyla potvrzena jen v kloubech. V piipadé¢ B. americana pfitomnost
DNA byla potvrzena jen v Krvi, u jediné mysi navic i v uchu a slezin€. Je mozné, ze by se
borelie rozsitily krevni cestou dal do ostatnich tkani, kdyz by se mysi nechaly zit déle nez Sest
tydnt. Na druhou stranu tyto vysledky také muzou ukazovat na neschopnost borelie druhu B.
americana diseminovat do hostitelskych organti a vyvolavat tak systémové onemocnéni, nebo
7e B. americana je citliva na hostitelsky komplement a schovava se v hostitelskych tkanich v
jiné morfologické formé, jako je napiiklad cysta, nebo bleb. Detekce pfitomnosti
persistentnich forem spirochét v hostiteli vyzaduje PCR s primery odlisnymi od téch, které
jsme pouzivali v nasi praci. Detekce persistentnich forem borelii nebyla cilem této prace, ale
odpovédi na vyse zminéné spekulace by mohla byt kultivace spirochét z mysSich organi a z
krve. V piipadé pozitivnich kultur by se potvrdila pfitomnost persistentnich forem B.
americana v mysich. V piipadé negativnich kultur (i z krve) by bylo potvrzeno, ze detekovana
DNA nepfedstavuje Zivy organismus, ale nejspi§ zbytky DNA kterd je schopna pfetrvavat v

hostiteli i po zabiti spirochéty komplementem.
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5 Diskuze

Je znamo, ze minimaln¢ tfi z 21 popsanych druhti spirochét komplexu Borrelia
burgdorferi sensu lato (B. burgdorferi s.s., B. garinii a B. afzelii) dokazi definitivné proniknout
do vnitinich organti nebo tkani hostitelti a zpusobit tak lymskou boreliézu. Nicméné dalsi
druhy borelie se ¢as od Casu objevuji ve vzorcich ¢loveéka i pfestoZze nejsou povazovany za
patogenni. Znamena to, ze tyto druhy borelie maji patogenni potencial, ktery by mohl
vyniknout za piiznivych podminek. V posledni dobé bylo popsano hojné mnozstvi novych

druhti borrelie, avSak patogenita vétSiny téchto druhi je porad nejasna.

Tato prace byla zaméfend pfedevSim na zjiSténi patogenniho potencidlu
severoamerickych druht borelii z komplexu Borelie burgdorferi s.l., B. americana a B.
carolinensis, které byly izolovany z klistécich vektorG a vzorkl hostiteld, Siroce se

vyskytujicich v jithovychodnich USA, oblasti tradi¢né¢ uznanou jako neendemickou pro LB.

Amblyomma americanum (Linnaeus) je hlavnim klistétem ve vychodni, jihovychodni a
sttedozépadni USA, které parazituje na Clovéku. Je zndmo svym aktivnim chovanim ve
vyhledavani hostitel a schopnosti pienaset vice druhti patogenti napft. rizné druhy Rickettsia
(Cohan et al., 2009; Stromdahl et al., 2008) nebo druhy Ehrlichia (Varela-Stokes et al., 2007,
Wolf et al., 2000). A. americanum se vyskytuje ve velkych hustotach, napada Siroké spektrum
hostitell od malych az velkych savcd, ptakl, plazt ale i lidi (Cooley& Kohls 1944).
Dlouhodobé studie ukazuji, Ze naptiklad v Mississippi 53% klistat, kterd byla odstranéna z
lidi, byla pravé A. americanum (Goddart 2003). V Jizni Karoling€ a Georgii 83% odstranénych
klistat z clovéka byla identifikovana jako A. americanum (Felz et al., 1996).

Kvili tomu se A. americanum povaZuje za jeden z nejvice zdravotné a hospodaisky
vyznamnych klistécich vektord ve Spojenych statech. Nicméné zapojeni A. americanum do
ptenosu spirochét B. burgdorferi s.l. v jihovychodnich USA je otazkou, na kterou dodnes
neexistuje jednoznac¢na odpovéd’. Tato problematika je pfedmétem diskuze uz 30 let, ale
omezeny pocet publikovanych studii pifinasi ponc¢kud rozporuplné vysledky. Schultz a
kolegové (1984) tvrdi, ze klisté A. americanum muze slouzit jako potencionalni vektor pro
borelie a je schopné spirochéty pienaset stejné jako kliste I. scapularis. Clark a kolegové
(2013) taktéz propaguji myslenku, ze klistata A. americanum jsou dulezitym vektorem borelii,
které zptsobuji LB v jihovychodnich Spojenych Statech. Navic existuji studie, které
ptitomnost borelii v A. americanum prokazaly (viz. Clark et al., 2013; Schultz et al., 1984;

Teltow et al., 1991). Nékteré studie vSak poukazuji na to, Ze zalezi na druhu borelie, zda prezije
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v klistéti A. americanum, ¢i bude zabita slinami klistéte. Dulezitym faktorem je také
geograficky ptivod klistéci populace. Ukéazalo se, ze A. americanum pochazejici z Texasu nici
B. burgdorferi s.1., oproti tomu A. americanum z Alabamy jsou schopné udrzet infek¢nost
(5%) (Piesman et al., 1988). DNA B. burgdorferi s.1. (13 z 590 izolatd — 2,2% infekénost) byla
detekovana v klistatech A. americanum pochazejicich z Tennessee, Floridy a z Georgie
(Rudenko et al., 2016).

Mozna kompatibilita geneticky variabilnich kment (nebo druhti) spirochét a riznych

populaci A. americanum jiz byla diskutovana.

Nase nedavné zjisténi ptitomnosti DNA borelie v populaci A. americanum na Florid¢ se
li$1 od nedavno publikovanych vysledkl a naznacuje, ze kdyz se kompatibilni kmeny (druhy)
spirochét setkaji s odpovidajici populaci klist'at, mtize dojit k udrzovani a ptenosu infekce. Je
mozné, ze vedle hlavniho enzootického pienosového cyklu B. burgdorferi s.I. na jihovychodé
USA, ktery zahrnuje klistata z rodu Ixodes a hlodavce jako hostitelé, mohou existovat
paralelni pfenosné cykly (samostatné nebo ptekryvajici se) pro dalsi kmeny nebo druhy borelie
a to v¢etné B. americana a B. carolinensis. Je mozné, ze interakce A. americanum a Borrelie
v jihovychodni USA piedstavuje ptipad diferencidlni nebo selektivni kompatibility (ptivod
populace klistat — druh spirochéty?). Vysledky této prace nepiimo podporuji tuto moznost.

Borrelia americana

Stale neni znamo, zdali Borrelia americana miize, ¢i nemuze infikovat ¢lovéka. VSechny
izolaty B. americana jsou spojené s klist'aty I. minor, které nejsou typickymi klist'aty sajicimi
na ¢lovéku. Nicméné B. americana uz byla izolovana z Ixodes pacificus, dale pak z I.
pararicinus a I. persculcatus (Fedorova et al., 2014; Lane et al., 2013; Nava et al., 2014; Yu
et al., 2016). Dalsi publikace rozsifily spektrum vektor pro B. americana na klistata mimo
rod Ixodes: DNA B. americana byla detekovana v klistéti Dermacentor occidentalis z jizni
Kalifornie (Lane et al., 2013). Nase vysledky potvrzuji, Ze klit'ata I. ricinus a A. americanum

jsou také schopné udrzovat a pienaset tuto B. americana.

Klistata I. minor, ze kterych byla ptivodné izolovana B. americana, se krmi na ptacich.
Dalsi hostitelé B. americana prozatim nejsou znami. Scott a Foley (2016) detekovali B.
americana v klist'atech Ixodes auritulus, které parazituji vyhradné jen na ptacich. Ptaci Casto

migruji a je velmi pravdépodobné, Ze prave ptaci migrace miZe za rozSifovani aredlu vyskytu
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B. americana. Mimo jiné, migracni cesty ptakl jsou Casto propojené, je zde velké riziko
pfenosu infekénich klistat na jiné migracni ptaky, a tak jesté vétsiho rozsiteni vyskytu B.

americana i v jinych zemich (Scott & Foley 2016).

Nase vysledky potvrzuji, Ze klistata I. ricinus a A. americanum jsou schopné udrzovat a
prenaset B. americana, i kdyz jeji rozsifeni v organech hostitele je velice omezené (byla
detekovana jen v krvi). Nase experimenty se provadély na mysich. Existuje tady moznost
nekompatibility (nebo ¢astecné kompatibility) tohoto hostitele se spirochétou. Tuto domnénku
potvrzuje fakt, ze rGzné izolaty B. burgdorferi sensu lato maji rizny infek¢ni potencial a
organotropismus u ruznych hostiteld, dokonce i u druhti vysoce pfibuznych mezi sebou.
Naptiklad, bylo prokazano, ze rizné ospC typy B. burgdorferi sensu stricto ve vychodnich
Spojenych Statech maji odliSnou citlivost na dva tradi¢ni hostitele - kie¢ka bavlnového
(Peromyscus gossypinus) na jihovychodé a kiecka bélonohého (Peromyscus leucopus) na
severovychodé USA (Rudenko et al., 2013). Citlivost jinych druhti borelii vii¢i komplementu
ruznych hostitelil jiz bylo popsano (Gern et al., 1998; Kurtenbach et al., 1998; Ticha et al.,
2016). V naSich dalSich experimentech bude zapotiebi pouzit jako zvifeci laboratorni model

ptéka.

| pfesto se nam podafilo nakazit laboratorni mysi B. americana a pak prokazat piitomnost
DNA tohoto druhu borelie v krvi mysi, na kterych saly infekéni nymfy. Tento fakt jesté jednou
potvrzuje moznost selektivni kompatibility ve vybéru jak vektoru, tak i hostitele pro rizné

druhy borelie, zejména pro B. americana.

Dalsim objasnénim ptitomnosti B. americana jen v krvi a velice omezené v organech
myS$i muze byt takzvany organotropismus spirochét. Je znamo, ze jednotlivé druhy Borrelie
burgdorferi s.1. zpusobuji rizné klinické projevy lymské borelidzy. V Severni Americe, kde
ptrevlada B. burgdorferi s.s., je nejb&znéjsi artritida, zatimco v Eurasii, kde je nejvétsi vyskyt
B. garinii a B. afzelii, je nejvice pfipadl s neuroboreliézou a akrodermatitidou. Stale vice
dukazd naznacuje, ze nékteré¢ druhy borelie se §ifi krvi do riznych tkani 1épe nez ostatni.
Diseminace spirochét, jejich perzistence, tkanovy tropismus a zavaznost onemocnéni se
znaén€ 1i8i u rlznych druh@, coZ naznauje, Ze rizné druhy mohou hrat riznou roli v
patogenite a vyvoje klinického onemocnéni. Je tedy mozné, Ze organotropismus B. americana
je naprosto odlisny od ostatnich druhti borelii a tak i klinicky obraz LB zptlisobené timto
druhem borelie mize byt zcela jiny, a proto patogenezita tohoto druhu vyzaduje hlubsi

zkoumani.
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Zjistovani patogenniho potencialu B. americana dostalo jesté vétsi vyznam po publikaci
Dr. Kerry Clarka z Univerzity Severni Floridy, ktery analyzoval sekvence DNA borelie u
pacientli nakazenych LB ve Spojenych statech. B. americana (99% shody) byla detekovana
ve 25% z celkového mnozstvi 118 pozitivnich vzorki krve (Clark et al., 2013). Tuto teorii je
nutno podrobit dalsimu zkoumani a kontroldm, ale i pfesto vnasi nové svétlo do diskuze

ohledné potencialni patogeneze tohoto nové popsaného druhu.

Borrelia carolinensis

Na rozdil od B. americana, ktera byla izolovana z klistat, B. carolinensis byla
vykultivovana z us$ni tkané hlodavci, kteti jsou dvéma hlavnimi reservoary pro Borrelia
burgdorferi s.1. na jihu USA. Z 16 ptivodnich izolatl, které pattily do nové skupiny komplexu
B. burgdorferi sensu lato a byly pojmenovany B. carolinensis, 9 izolatd bylo izolovano z
kiecka bavlnového (P. gossypinus), 6 z lesomysi floridské (N. floridana) a pouze 1 z klistéte
I. minor, samice, ktera se krmila na N. floridana. Zda se tak, Zze N. floridana a P. gossypinus
jsou primarnimi hostitelé tohoto druhu borelie. Geografické rozsifeni obou druhti hlodavcl a
fakt, Ze na nich také parazituji jina klistata, jako I. scapularis, I. affinis, 1. minor, D. variabilis,
a A. maculatum, muze byt pouzito pro moznost piredpokladu dalsiho rozsifeni B. carolinensis
jak v USA, tak i v jinych ¢astech svéta. Uz v roce 2010 - rok po objeveni B. carolinensis,
skupina francouzskych védct publikovala ndlez tohoto druhu borelie v klistatech z jihu
Francie (Cotté et al., 2010). Hajkova a kolegové (2016 nepublikovand data) zjistili pfitomnost
B. carolinensis v klistdtech 1. ricinus z ko¢ky domaci na jihu Ceské Republiky. Tato fakta

potvrzuji pienos tohoto druhu borelie z amerického kontinentu do Evropy.

Dale v roce 2014 Foley a jeho kolegové popsali pfitomnost B. carolinensis u hlodavct z
Kalifornie, v€etné¢ domécich a polnich mysi, stejn€ jako v ohroZeném, samostatném poddruhu
kalifornského hrabose Microtus californicus scirpensis (Foley et al., 2014). Tento posledni
objev je velice prekvapivy, protoze Microtus californicus Zzije v extrémné vyprahlych
oblastech Severni Ameriky, kde je minimum vegetace a které je vzdaleno 3500 km od mist
kde se I. minor bézné vyskytuje. Tento neoCekdvany nalez vznasi zahadu, jak se B.
carolinensis mohla objevit na takto odlehlém misté. Autofi se domnivaji, Ze jsou za to
zodpovédni opét stehovavi ptaci (s migracni trasou z jihovychodni Severni Ameriky do
Stfedni Ameriky a zpét do vychodnich USA), ale pro Uplné potvrzeni je nutno tuto tézi

podrobit dalsimu zkoumani (Foley et al., 2014).
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Veskeré objevy B. carolinensis svéd¢i o tom, Ze geografické rozsifeni tohoto druhu

borelie neni omezeno jen mistem jejiho primarniho objeveni.

Vysledky z této prace potvrdily patogenni potencial B. carolinensis u hlodavcu.
Pritomnost DNA B. carolinensis v kazdé analyzované hostitelské tkani (kromé& kloubil), byla

potvrzena.

Nepftitomnost DNA B. carolinensis v kloubech hlodavci mize svédéit o Gplné jiném
klinickém obrazu LB vyvolané timto druhem spirochét. Na rozdil od lymské artritidy, ktera je
typicka pro Spojené staty, kde ptevazuje B. burgdorferi s.s., infekce vyvolana B. carolinensis,
muze byt typicka jinym charakterem onemocnéni, a proto miize byt $patné diagnostikovana

nebo zcela prehlédnuta v té Casti USA, kde se vyskytuje.

Schopnost B. carolinensis infikovat hlodavce nepiimo ukazuje na potencidlni riziko
nakazy ¢lovéka timto druhem borelie. Nicméné epidemiologicky vyznam B. carolinensis pro
¢lovéka stale neni znamy. JelikoZ hlodavci, ve kterych byla B. carolinensis zaznamenana, jsou
bézné parazitovani i jinymi druhy klistat, véetné téch ktera parazituji na ¢lovéku, mohl by
tento druh borelie potencialné infikovat i ¢lovéka. Jak uz bylo feceno, tento druh borelie je
blizce ptibuzny B. bissettii, ktera je spojovana s LB u lidi jak v Severni Americe, tak i v Evropé
(Rudenko et al., 2008, 2009, 2016). Je velice pravdépodobné, Ze stejné jak B. bissettii, B.
carolinensis také muze byt potencialné patogenni pro ¢lovéka. Obdrzena data rozSifuji nase
znalosti ohledné infekéniho potencidlu tohoto druhu borelie a napomaha tak k pochopeni, zda

tato borelie miize byt vyznamnym ohroZenim 1 pro zdravi ¢lovéka.

Vyuziti kompetentniho vektora borelii I. ricinus a vektora, ktery je stale, i kdyz omylem,
povazovan za nekompetentniho vektora borelii klistéte A. americanum, ndm pfineslo nové
poznatky do oblasti studii klistat a jimi pfenaSenych patogent. Tolerance klistéte A.
americanum k boreliim druhu B. americana a B. carolinensis, jeho agresivni charakter krmeni,
nevybiravost mezi hostitele a Siroka distribuce v Severni Americe, vyrazné méni jeho vyznam
pro lidske zdravi v oblastech jeho vyskytu. Nase vysledky potvrzuji, i kdyz nepiimo, ze A.

americanum muze prenaset B. carolinensis a i B. americana na ¢lovéka pfi kousnuti.
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6 Zavér

V této praci se povedlo prokazat, ze infikované larvy obou druht klistat, a to
kompetentniho pro B. burgdorferi s.l. vektoru I. ricinus a A. americanum S nejasnou
kompetenci, pienaseji B. americana a B. carolinensis do dalsiho vyvojového stadia (nymfy) a

hostitele.
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