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Annotation:

The topic of this thesis is a logical continuation of the bachelor project. In our
previous project, using the method of Borrelia cultivation on solid medium, we succeeded
obtaining a monoclonal population of B. garinii from the american isolate in which the
presence of more borrelia species was confirmed. By this we confirmed the presence so-
called "european” Borrelia species in the southeastern United States (specifically in South
Carolina). By multilocus analysis of eight housekeeping genes of american isolate it has
been shown that the obtained strain of B. garinii is different from the previously described
european and asian strains of this species.

The main objective of the proposed project, is the analysis of the pathogenic
potential of the isolated clone of B. garinii. Validation of the pathogenic potential of
American B. garinii isolate in laboratory mice model could be important for the public
health of the southeast american population, as this will confirm the possibility of existence
of Lyme disease, caused by this spirochete species, with significantly different clinical
signs in this region.

For this purpose, the method of direct diagnosis (infecting laboratory animals and
transferring of infection from infected animals to the tick and vice versa) was used.
Laboratory mice were infected subcutaneously, and the spirochete infection was confirmed
in ear tissue by PCR. Uninfected Ixodes ricinus larvae were fed on infected mice. After the
confirmation of infection in newly hatched nymphs they were fed on naive mice. The
ability of transmitted spirochetes to disseminate into different mice tissues was confirmed
by PCR.

The presence another so-called “European” species, B. afzelii, was confirmed in
original rodent associated American isolate. Another aim of the project was to obtain
monoclonal populations B. afzelii from co-infected northamerican sample confirming by

this way the transoceanic migration of spirochtes.
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1. UVOD

Mnoho patogennich bakterii vykazuje strukturu klonalni populace, ale 1 v rdmci
jediného druhu mizZe byt geneticka struktura dynamickéa a ménit se v prostoru a ¢ase. Rada
genetickych procestt mize byt odpovédna za tuto variabilitu a mlize ovlivnit vznik novych
variant patogent.. Napiiklad bakterialni vyména DNK a homologni rekombinace mohou
vést k primarnimu promichani a redukované vazebné nerovnovaze s vyznamnymi disledky
pro vyvoj patogent a jeho popula¢ni demografii. Podobné také muze geograficka izolace
nebo ekologickd specializace vést k diferenciaci populace a k prostorovym nebo casovym
rozdilim v distribuci a cetnosti bakteridlnich klonl. Vyvoj odlisnych bakteridlnich
evolu¢nich variant s odliSnou ekologii a epidemiologickymi charakteristikami je zakladni
otazkou pro stanoveni strategie v boji proti nemocem. Nicméné globalni ekologicka
rozmanitost a populacni struktura mnoha bakteridlnich patogenli zlstava Spatné
srozumitelnd a zvlasté¢ pak v piipadé vektorovych patogent, kde mnoho hostitelskych a
vektor-souvisejicich faktori mize ovlivnit vyskyt a ¢etnost téchto diverzifika¢nich procest
(Gémez-Diaz et al., 2011). Geografické rozSifeni ektoparaziti a patogenti V disledku
rozsahlych klimatickych zmén a masivniho cestovani lidi po celém svété do riiznych zemi

predstavuje v dnesni dob¢ neustalé riziko pro zdravi lidi a zvirat (Sparagano et al., 2015).

Lymeska borelioza (t¢éZ lymska borelidoza, dale jen LB) je infekce zpiisobena
spirochétami komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato (B. burgdorferi s.l.), ktera je
obecné prenasena kousnutim urcitych druht klistat rodu Ixodes. Pivodné byla objevena
jako lymeska artritida v USA v sedmdesatych letech a mésto Old Lyme v Connecticutu v
USA bylo uznano pocate¢nim epicentrem mladistvé revmatoidni artritidy. Poté se vSak
ukazalo, ze artritida byla pozdnim projevem multisystémové nemoci pienasené klist’aty,
ktera byla jiz pted 100 lety uznana nejen v USA, ale i v Evropé (Masuzawa, 2004). LB se
vyskytuje s podobnymi frekvencemi u muzl a Zen a postihuje lidi vSech vékovych skupin.
Stanoveni piesného odhadu vyskytu pfipadi onemocnéni LB v USA je komplikovano
vysokou ¢etnosti chybnych diagnéz. Ro¢né je evidovano vice nez 85 000 ptipadt v Evropé
a vice nez 300 000 v USA (www.cdc.gov). Pocet pripadi vyskytu LB po celém svéte
kazdym rokem stoupd, coz miZe byt zplusobeno globalnim oteplovanim Zemé, diky
kterému se rozSifuje ekologicka nika pifenaSeCe onemocnéni — klistat rodu Ixodes
(Brownstein et al., 2005). Nartst ptipadi LB v USA mapuje americkd vladni agentura
CDC (Centers for Disease Control and Prevention) (Obr. 1). V roce 2015 se v USA jednalo



0 LB jako sestou nejcastéjsi chorobu hlaSenou na vnitrostatni Grovni (Www.cdc.gov).
Onemocnéni se vyskytuje na severovychodé USA (od Maine po Maryland), na sttednim

Vychodé (Wisconsin a Minnesota) a na zapadnim pobiezi (severni Kalifornie a Oregon).

. . Reported Cases of Lyme Disease -- United States, 2016
Reported Cases of Lyme Disease -- United States, 2001 )

1 dot placed randomly within county of residence for each reported case 1dot placed randomly within county of residence for each confirmed case

Obr. 1: Nartst piipadit onemocnéni LB mezi lety 2001 az 2016 v USA (pievzato z

http://www.cdc.gov a upraveno)

Nejvyssi vyskyt ptipadi onemocnéni LB v Evropé je zaznamenan ve stiedni Evropé a ve
Skandinavii, zejména v Némecku (Cerny les), Rakousku, Slovinsku, Svédsku a taktéz
v Ceské republice, a to predevdim v zalesnénych oblastech. Onemocnéni LB je také
hlageno v Rusku, Ciné a Japonsku. Australie, Afrika a Jizni Amerika, stejné jako jizni USA

nejsou pro tuto infekei povazovany za endemické.



2. LITERARNI PREHLED

Komplex Borrelia burgdorferi s.l. mizeme rozdélit do tii skupin podle patogeneze pro
¢lovéka jako puvodce LB. Do prvni skupiny mizeme zatadit druhy Siroce uznavané jako
patogenni pro ¢lov€ka, a to B. afzelii, B. bavariensis, B. bissettii, B. burgdorferi s.s., B.
garinii. Pouze B. burgdorferi s.s. zpusobuje LB ve Spojenych statech a v Evropé (Rudenko
et al.,, 2011). B. afzelii, B. bavariensis a B. garinii jsou povazované za druhy, které se
vyskytuji jen v Eurasii, zatimco B. bissettii je distribuovana po celém svéte. Do druhé
skupiny mizeme zatadit druhy borelii jako napi., B. kurtenbachii, B. lusitaniae, B.
spielmanii a B. valaisiana. Tyto druhy borelii sice byly detekovany nebo i izolovany ve
vzorcich ¢lovéka, ale v podstatné nizsich pocétech. Do tieti skupiny pak patti druhy jako
napt., B. americana, B. andersoni, B. carolinensis, B. chilensis, B. sinica, B. tanukii, B.
turdi, B. yangtze, které nikdy nebyly nalezeny u ¢lovéka a ani nebyly izolovany z lidskych

vzorku.

2.1 Geografické rozsireni riznych druhi borelii

Komplex B. burgdorferi. s.I. je skupina celosvétove rozsifené bakterie. Geografické
rozdily v distribuci riznych druhti B. burgdorferi s.1. pravdépodobné souvisi s pfitomnosti
a spektrem klistovych vektort a hostitelti, ale taktéz i s rozdilnym pienosem spirochét

mezi hostiteli a klist'aty v zavislosti na hostiteli.

Dvanact druhd z komplexu B.burgdorferi s.l., a to B. afzelii, B. bavariensis, B.
burgdorferi s.s., B. garinii, B. japonica, B. lusitaniae, B. sinica, B. spielmanii, B. tukanii,
B. turdi, B. valaisiana, B. yangzte jsou spojena s Eurasii. B. americana, B. andersonii, B.
bissettii, B. burgdorferi s.s., B. californiensis, B.carolinensis, B. kurtenbachii jsou druhy
spojené se Severni Amerikou (Clark et al, 2013), ackoliv pfitomnost B. bissettii a B.
carolinensis byla zjisténa také v Evrop€. Az do objeveni a pojmenovani B. chilensis v roce
2012 nebyla na uzemi Latinské Ameriky zaznamenana piitomnost borelie. Sest druhil z
komplexu B. burgdorferi s.l. bylo nalezeno na dalném vychodé Ruska a v asijskych
zemich: B. japonica, B. tanukii, B. turdi, B. yangtze, B. garinii a B. afzelii. Taktéz byla
prokazana pritomnost B. burgdorferi s.s. a B. carolinensis na pevniné Ciny a Taiwanu
(Wang et al., 1999). Piipady onemocnéni LB na jizni polokouli byly zaznamenany v Jizni
Americe (Chile, Brazilie, Argentina, Kostarika), Africe (Maroko, Tunisko) a v Australii
(Wang et al., 1999), i kdyz tyto oblasti nejsou povazovany za endemické pro LB.



Do nedavna byly pouze tii druhy borelie, B. burgdorferi s.s., B. bissettii, B.
carolinensis, spojované jak se Starym tak i s Novym svétem (Rudenko et al., 2011).
Nicméné udaje ziskané v prabéhu poslednich deseti let vyzaduji pfehodnoceni jiz diive
ziskanych ptredstav. Naptiklad byly zvefejnény cetné studie o zjisténi diive pouze
,evropského* druhu B. garinii v mofskych ptacich a klistatech Ixodes uriae (I. uriae) na
atlantickém pobtezi Severni Ameriky (Smith et al, 2006; Bunikis et al., 1996), v
subarktické Eurasii (Comstedt et al., 2011), Arktidé (Larsson, 2007), u pobiezi Labradoru
(Muzaffar et al., 2009), stejné jako na Gullskych ostrovech Newfoundlandu (Baggs, 2011).
Kromé toho, nedavné vysledky zaloZené na analyze izolati borelii ziskanych z klist’at,
ptakl a hlodavct z jihovychodu Spojenych stati, potvrzuji pfitomnost vice druht borelii v
jednotlivych izolatech v jizni Casti zemé, véetné téch ,.evropskych®, jako je naptiklad B.

garinii a B. afzelii (nepublikovana data).

2.2 Borrelia afzelii a Borrelia garinii

B. afzelii je pojmenovana po s§védském lékati Arvidu Afzeliusovi, ktery jako prvni, a
to v roce 1909, informoval o koznich 1ézich, jez jsou charakteristické pro onemocnéni LB.
V piedchozich studiich byla B. afzelii ozna¢ovana jako skupina VS461 a v roce 1993 byla
poprvé popsana jako samostatny druh Borrelia afzelii sp. nov. (Canica et al., 1993).

AZ doposud jsou k dispozici sekvence celkovych genomt 11 kmend B. afzelii.
Znichz je pouze 5 dokonceno a publikovano (data z online databaze Gold genomes).
Jednou z dokoncenych sekvenci genomu je genom kmene B. afzelii K78, klinicky izolat
z Rakouska. Genom K78 obsahuje linearni chromozom (905, 949bp) a 13 plazmidt (8
linearnich a 5 kruhovych), které spolecné piedstavuji 1 309 otevienych ctecich ramci,
Znichz 496 je umisténo na plazmidech. S vyjimkou Ip 28-8 byly sekvenovany vSechny

linearni replikony.

Srovnani genomu B. afzelii K78 s dokon¢enymi genomy 4 dalSich kmenu B. afzelii,
ACA - 1, PKo, HLJO1 a TOM3107, stejn¢ jako srovnani s B. burgdorferi s.s. (B31),
potvrdilo vysoky stupen konzervatizmu v ramci linearniho chromozomu B. afzelii, zatimco
geny kdédované na plazmidech vykazovaly mnohem vétSi rozmanitost. Vzhledem k tomu,
ze vgenomu B. afzelii chybi nékteré plazmidy, pfitomné v genomu B. burgdorferi,
odpovidajici faktory virulence B. burgdorferi se u B. afzelii vyskytuji na jinych
plazmidech. Navic byl identifikovan druhové specificky usek v kruhovém plazmidu, cp26,

ktery by mohl byt pouzit pro stanoveni jednotlivych druhti borelie. V genomu B. afzelii

4



K78 byly také lokalizovany rizné nekodujici RNA, které ptedtim nebyly anotované

v zadném z publikovanych genomu Borrelia (Schiiler et al., 2005).

B. garinii byla pojmenovana na pocest francouzkého 1ékare Charlese Gariniho, ktery
vroce 1922 popsal jeji neurologické a kozni ptiznaky, které se objevily u pacienta po
prisati klistéte. Charles Garini pfedpokladal, Ze spirochéty jsou etiologické agens téchto
piiznakut. V ptedchozich studiich se tento druh borelie nazyval Borrelie 20047. Puvodni
kmen 20047 (= CIP 103362T) byl izolovan z klistéte I. ricinus ve Francii (Baranton et al.,
1992). Ve stejném roce B. garinii byla védeckou skupinou vedenou Dr. Barantonem

popsana jako samostatny druh (Baraton et al., 1992).

Podle databaze online genomu JGI byly genomy 8 kmena B. garinii Gplné nebo
Castecné sekvenované. Z 8 genomu byly dokonceny a publikovany pouze 4. B.garinii ma
jeden linearni chromozom a celkem koduje 969 genu (Craig & Scherf, 2003). Stejn¢ jako
ostatni druhy borelii B. garinii obsahuje také jednu kopii riznych typu linearnich a
kruhovych plazmidd. Linearni plazmidy jsou pfiblizn¢ 10-56 kb, zatimco kruhové
plazmidy jsou pfiblizné 8-40 kb (Saier et al., 2002).

V roce 2004 Glockner a spol. publikoval srovnavaci analyzu kompletniho genomu
kmene B. garinii izolovaného od pacienta s neuroborreliézou s genomem B. burgdorferi
s.s. Tato analyza odhalila, Ze vétSina chromozomu u obou druhti je konzervativni (92,7%
identita na DNK, stejné jako na urovni aminokyselin) a nebylo pozorovano zadné
chromozomalni pieskupeni nebo vétsi inzerce/delece. Dale se zda, Ze dva kolinearni
plazmidy (Ip54 a cp26) patii do zakladniho genomového souboru druhti rodu Borrelia.
Tyto tfi kolinearni ¢asti genomu Borrelia koduji 861 gend, které jsou ortologicky ve dvou
zkoumanych druzich. Vétsina jinych plazmidt B. burgdorferii s.s. je také ptitomna v B.
garinii, i kdyz ortologii neni snadné definovat v disledku vysoké redundance plazmidové
frakce. Presto nebyly nalezeny protéjsky plazmidd 1p36 a 1p38 B. burgdorferi s.s. nebo
jejich ptislusné genové spektrum v genomu B. garinii a tudiz mohou byt fenotypové
rozdily mezi témito dvéma druhy zplsobeny pfitomnosti nebo naopak neptitomnosti téchto

dvou plazmidt stejné jako potencidln€ pozitivné vybranymi geny (Glockner et al., 2004).

B. garinii je povazovana za geneticky a antigenné nejvice heterogennni druh mezi
druhy borelii zplsobujici LB. Typizace s monoklonalnimi protilatkami specifickymi pro

vnéjsi povrchovy protein A (OspA) ukazala, ze B. garinii ptedstavuje 4 z celkového pocétu



7 OspA sérotypu nalezenych mezi druhy borelii zpisobujicich LB (Comstedt et al., 2009)

a byl také stanoven obsah G+C pard v genomu, a to 28mol%.
2. 2. 1. Pfiznaky a onemocnéni spojené s B. afzelii a B. garinii

Je znamo, Ze v zavislosti na druhu rodu Borrelia se borelioza 1isi v klinickych
ptiznacich (Glockner et al., 2004). B. garinii je nejvice neurotropni ze tfi druhtt komplexu
B. burgdorferi s.1. zpisobujici LB. Pomérn¢ dlouhou dobu byla B. garinii povazovana za
hlavni  pfi¢inu  v€tSiny  neurologickych ~ onemocnéni,  zahrnujici  pfipady
meningopolyneuritidy, meningoradikulitidy a ziidkakdy encephalomyelitis (Smithet al.,
2006; Ojaimi et al., 1994). Pozd¢&ji Margos a spol. popsali B. bavariensis jako hlavni divod
lidské neuroboreliézy. V Némecku je Bannwarthiiv syndrom nejb€znéjSim projevem
neuroboreliozy. V tomto ptipadé borelie napadaji nervovy systém pacienta a nejcastéji se
usazuji v kofenech nervii a mozkovych obalech. Ve Spojenych statech je nejcastéj$im
projevem neuroboreliozy subakutni basilarni meningitida s nebo bez jednostranné nebo

oboustranné paralyzy obli¢eje (Busch et al., 1996).

B. afzelii je nejcastéjsi etiologickou pii¢inou koznich projevii LB v Evropé (Heylen
et al., 2016), kde je vétSinou spojovana s mnoha Castymi a pozdnimi ptiznaky, jako jsou
erythema migrans (EM), borelidlni lymfocytom and acrodermatitis chronica atrophicans
(ACA), které se mohou objevit i n€kolik let po za¢atku onemocnéni (Strle et al., 2006,
Heymann et al., 2012; Canica et al., 1993). Nicméné v kmenové sbirce v Némeckém
narodnim referenénim centru jsou pocetné izolaty B. afzelii od pacientti s neuroboreli6zou,
ktera byla diive spojovana spise s B. garinii (Jungnick et al., 2015). Bylo zjisténo, Ze
pacienti s B. garinii izolovanou z jejich mozkomisniho moku maji odli$né klinické projevy
neuroborelidzy ve srovnani s pacienty s B. afzelii. Klinické projevy spojené s B. afzelii jsou

mnohem mén¢ specifické a mnohem méné diagnostikovatelné (Strle et al., 2006).
2.3 Sifeni patogenti migraci zvitat a lidi

Po vétSinu lidské historie byly regionalni a kontinentdlni populace lidi vzajemné
izolovany. Pomérné nedavno doslo k rozsahlému kontaktu mezi narody, flérou a faunou ze
Starého 1 Nového svéta. Pohyb onemocnéni se ukdzal jako hlavni sila pfi utvaieni
svétovych déjin, nebot’ valky, kiizové vypravy, diaspory a migrace piinaSeji infekce
nachylnému obyvatelstvu. Zpocatku by se nové infekéni nemoci mohly S§ifit jen tak rychle

a daleko, jak daleko by lidé mohli dojit pésky, poté tak rychle a tak daleko, jak se lod¢
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mohou plavit. S ptichodem skutecného globalniho cestovani se v poslednich péti stoletich
objevilo vice novych nemoci, nez kdy predtim. Soucasny dosah, objem a rychlost
cestovani jsou bezprecedentni, lidskd pohyblivost se v zemich s vysokymi pfijmy zvysila
vice nez 1000 krat od roku 1800 (Tatem et al., 2006). Zvlast¢ pak v dob¢, kdy svétova
ekonomika nardstala, rychle vzrostla leteckd doprava, ackoli obavy z jejiho potencidlu v
Sifeni nemoci zacaly az s ptichodem komeréniho letectvi. Efektivita, rychlost a dosah
modernich dopravnich siti ohrozuje lidi rozsifenim novych kmeni znamych onemocnéni
nebo vznikem zcela novych onemocnéni. Navic globalni rist ekonomické aktivity,
cestovniho ruchu a lidské migrace vede k stale vice pfipadim pohybu jak chorobnych

vektort, tak hostiteld patogenu, které zpusobuji onemocnéni (Tatem et al., 2006).

Béhem poslednich desetileti vznik novych infekénich onemocnéni a rostouci invaze
nemoci do novych oblasti vytvofila novou kategorii patogeni: vznikajicich a znowvu
objevujicich se patogent. S lidmi a zvitaty spojené znovurozsifeni nékterych patogent a
jejich zavedeni do zcela novych a neocekavanych oblasti bylo podrobné popsdno na

ptikladu arbovird (Pfeffer & Dobler, 2010).

V poslednich letech se objevilo n€kolik arboviri v novych oblastech svéta, jako je
naptiklad virus zédpadonilské horecky (WNV) v Americe, virus Usutu (USUV) ve stfedni
Evropé nebo horecka udoli Rift (RVFV) na Arabském poloostroveé. Ve vétsiné pripadii
nejsou zpusoby zavedeni arbovirti do novych oblasti znamy. Virus by mohl byt preneseny
lidmi pochazejicimi z tropickych zemi, nebo doprovazejicimi domdacimi zvifaty, C¢i

hematofagnimi ektoparazity, kteti mohou byt na zvifatech stale ptichyceni.

Naprosto stejny vzorec by mohl byt uznan pro jiné patogeny, zejména pro klist'aty
pfenaSené patogeny a spirochéty borelii. V podstaté je tifeba diskutovat o dvou
mechanismech pfenosu, a to 0 pfenosu nakazenymi hostitely-obratlovci anebo vektory-

¢lenoveci.

Zvitata mohou byt pfivadéna do novych oblasti zamé&mé nebo pii jejich aktivnich
migracich, ktera se pfirozené 1i§i v zavislosti na rocnich migraénich schématech
jednotlivych druhti. Neni pravdépodobné, Ze by migraéni cesty né€kterych malych savca
mohly byt transocednské, nicméné velké mnozstvi mysi a potkanid by mohlo ,,cestovat™ se
zboZzim V transocednskych obchodnich linkach a lodich. Obchod se zvifaty by navic mohl

hrat vyznamnou roli v celosvétovém Siteni zoonotickych chorob.



Doposud byl obchod se zvifaty zifidkakdy spojovan S ,importem* patogent.
Nicmén¢ se zvitaty se obchoduje z rtiznych divodi po celém svété, naptiklad pro potravu,
potravindiskou vyrobu, pro védecké uclely, ze vzdélavacich a ochranaiskych davodu.
Zvitata funguji jako spole¢nici anebo domaci mazlicei, jako v piipadé gambijskych obfich
krys, a také z turistickych divodi (Bengis et al., 2004; Marano et al., 2007; Pavlin et al.,
2009). Velikost globalniho pohybu zvifat je obrovska. Od roku 2000 do roku 2004 byla do
Spojenych stati americkych legaln¢ dovezena vice nez miliarda zvifat ze 163 zemi
(Jenkins et al., 2007). Toto mnozstvi se rovna téméi 600 000 zvifat denné, ale ,,screening*
nemoci a patogend V importovanych zvitatech je povinny pouze v omezenych piipadech, a
proto hematofagni ektoparaziti na dovezenych zvifatech, ktefi mohou pusobit jako
pfenaseci nebo ktefi jsou jiz infikovani, mohou pravdépodobné zlstat bez povSimnuti.
Nejvyznamnéjsim piikladem dovozu patogent prostiednictvim zvifat a obchodu se zvitaty
prispivajici k celosvétovému S§ifeni zoonotickych chorob, by mohlo byt zavedeni viru
opic¢ich nestovic do Severni Ameriky vroce 2003 prosttednictvim gambijské krysy
obrovské z Afriky (Anonymus 2003, CDC).

Dalsim dilezitym aspektem je vytvofeni a udrzovani ptfenosového cyklu nové
zaveden¢ho patogenu na novém misté. Je dobie znamo, Ze k vytvofeni a udrzeni klistaty
pfenaseného patogenu jsou nezbytné tfi faktory: patogen samotny, vektor-Clenovec a
hostitel-obratlovec. Obvykle maji tyto tiéi slozky pomérné slozity vztah véetné raznych
faktord, jako je vektorova kompetence pro dany patogen a citlivost obratlov¢iho hostitele

pro ng;.

Vezmeme-li v iivahu vSechny tyto skute¢nosti dohromady, Sance na takovy scénaf,
tzn. zavedeni nového endemického pienosového cyklu, jsou obecné velmi nizké a zpravy o
novém ,,vetfelci” jsou vzacné. Nicméné nedavné rozsifeni napt. viru zépadonilské horecky
(WNV) do Ameriky, viru Chikungunya do Itilie nebo viru Usutu do Rakouska, jsou
piiklady nedostatku nasich modernich znalosti a pochopeni mechanizmt adaptace riznych
mikroorganismi, stejné tak i celkové zranitelnosti nasi spole¢nosti pro mikroby (Sutherst

R., 2004).

Ve vétsiné pripadt nové vznikajicich zoonotickych chorob zustavaji zptisoby jejich
Sifeni nejasné. Budouci vyzkum by se mél zaméfit na zkoumani okolnosti téchto udélosti.

Lepsi pochopeni toho, jak patogeny cestuji a pro¢ se usazuji v jinych zemépisnych



oblastech, bude velkym piinosem pro lidské vetejné zdravi a veterinarni medicinu, nebot’

muZze pomoci zabranit ni¢ivym vypuknutim chorob lidi a zvirat.

Jak uz bylo feceno, nedavné vysledky zalozené na analyze izolat borelii ziskanych z
klistat, ptakd a hlodavci z jihovychodu Spojenych statli, potvrzuji pfitomnost
,evropskych® druhti borelie, B. garinii a B. afzelii v mistnich izolatech. Cilem této prace je
pomoci metod molekularni biologie charakterizovat tyto izolaty a objasnit jejich
pritomnost v celkem neocekavané lokalité stejné jako potvrdit vytvofeni a udrZovani

ptenosového cyklu noveé zavedeného patogenu na novém miste.

2.4 Prenos borelie na hostitele

Vztah mezi hostitelem, vektorem a patogenem je velmi slozity. Borelie jsou
pfenaSeny na hostitele klistaty rodu Ixodes (Clark, 2001). Klistata nékdy mohou byt
nakazena i vice nez jednim druhem spirochét z komplexu B. burgdorferi s.l. (Rauter et al,
2005). Hlavnim vektorem borelii je v Evropé Il. ricinus, |. persulcatus v Asii, a I.
scapularis a 1. pacificus v Severni Americe (Gern & Humair 2002; Gern et al., 1993).
Borelie byly detekovany i u jinych hematofagnich ¢lenovct, napf. komart rodu Culex,
Aedes, mouchy rodu Tabanidae, blechy a muchni¢ky, ale pfenos na ¢lovéka nebyl doposud
stoprocentné prokazan (Kosik-Bogacka et al., 2007; Magnarelli & Anderson 1988; Netusil
et al., 2013). N¢které druhy borelie Borrelie maji své typické hostitele, vyskytuji se pouze
na urcitych mistech nebo jen v urcitych vektorech. Jiné druhy jsou ptfizpisobené i vétSimu
mnozstvi hostiteltl (Karami, 2012). Naptiklad B. afzelii, B. japonica, B. bissettii preferuje
malé hlodavce, napt. mysice, hrabose, potkany, krysy. B. garinii je pfevazné detekovana v
ptacich (napf. u bazantl, kost a ostatnich druhti zpévnych ptakt). B. burgdorferi s.s. se
vyskytuje jak u hlodavci, tak u ptaka (Hanincova et al., 2003; Janovska, 2006). Tato
hostitelska specificita je dana citlivosti nebo odolnosti ruznych druhi Borelii ke
komplementu hostitele. Diky této citlivosti se rizné druhy obratlovel stavaji

rezervoarovymi hostiteli v ptirodé (Kurtenbach et al., 2002).

2.5 Migrace ptaku a hlodavci a s nimi spojena distribuce

Nedavné studie naznacuji, ze druhy B. burgdorferi s.l. jsou propagovany rtiznym
spektrem hostiteld, jako jsou ptaci, hlodavci a plazi. Ptaci jsou jednim ze zplisobu pfenosu
riznych druhli Borelii dobie zavedenych na jednom misté, do novych lokalit a invaze

nemoci do novych oblasti. Migrujici ptdci mohou hrat vyznamnou roli pfi globalnim



rozsireni, pfepraveé a Sifeni klistat a klistaty pfenaSenych patogent, pfi jejich migraci na
kontinentech nebo mezi nimi, a tudiz mohou pfispivat k rozsifeni infikovanych klistat na
dlouhé vzdalenosti 1 pies geografické bariéry pii jejich migracnich cestach (Geller et al.,
2013; Lommano et al., 2014). Ptaci mohou pfenasSet klistata infikovana virem klistové
encefalitidy (TBEV), Anaplasma phagocytophilum, Babesia spp., Erhlichia spp. anebo
Borrelia burgdorferi s.1. (Geller et al., 2013; Kjelland et al., 2010). V pfirodé mnozstvi
klist'at napada vice rtiznych obratlovci a to vCetné klistat infikovanych spirochétami, které
pravdépodobné ziskaly patogen od stejnych nebo i jinych hostiteli (Richter et al., 2000).
Kwvili odliSnému ptvodu a riznym migra¢nim cestdm hostiteli je t€zké urcit misto pivodu
téchto klistat (Kjelland et al., 2010). Klist'ata se mohou na hostitele pfichytit po dobu 24
hodin nebo az 7 dni, coz je dostatek Casu na to, aby néktefi ptaci uletéli stovky nebo i tisice
kilometrt na jejich migra¢nich cestach pfedtim, neZ kliSt'ata dokonci sva sani a odpadnou.
Spole¢nou strategii migrujicich ptakli na jejich trasach je vyuziti riiznych zastavek. Na
téchto mistech, kde se ptaci krmi a odpocivaji, se mohou klistata a dalsi ektoparaziti
piichytit a pozd¢ji oddélit pii migra¢nich cestach nebo v chovnych oblastech (Olsén et al.,
1995). Rozsiteni infikovanych klist'at ptadky do novych oblasti miize umoznit vznik novych
endemickych lozisek onemocnéni, v piipadé kdy jsou biotické a abiotické podminky
ptiznivé pro udrzovani patogent v klistatech a obratlov¢ich hostitelich (Lommano et al.,

2014). Ale tento zptsob neni jediny.

Dalsim ze zptsobu pifenosu riznych druhti Borelii mohou byt i hlodavci. Hlodavci
také prenaseji celou fadu nemoci jako naptiklad mor, leptospirozu, Weilovu Zloutenku,
tularémii, leishmaniézu, klistovou encefalitidu, toxoplazmoézu a nejriiznéj$i horecnata
onemocnéni. Tyto nemoci dodnes lidstvo trdpi, a to 1 vrozvinutych zemich
(www.ekolist.cz). Hlodavci poziraji zasoby potravin, a co nesezerou, kontaminuji svymi

vykaly a moc¢i. Tim roz8ituji fadu Skodlivych vird a bakterii (www.nytimes.com).

Nejneoblibengjsi ,,piitel” obyvatel mésta je potkan obecny (Rattus norvegicus), ktery
zpusobuje kazdy rok Skody na celém svété. Potkan obecny a jeho mensi pfibuzni, jako je
invaznimi savci na Zemi. PfestoZe krysy obecné a mysi domaci po tisicileti nasledovaly
lidskou zemédélskou expanzi, potkani obecni se po stovky let nesifili z paivodni Ciny a
Mongolska. Nez se stali nasimi spoleéniky, na chladnych otevienych planich se zivili
divokymi rostlinami a malymi zvifaty a v ur€itém okamziku pfesli na Zivot na farmach a

na vesnicich (www.nytimes.com; www.popsci.com).
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Genomova analyza jejich vzorkll odhalila piib&h st€hovani potkanti obecnych, ktery
nasledoval po péti hlavnich trasach z vychodni Asie. Prvni vlna, probihajici kolem roku
1500, opatrné prorazila cestu do jihovychodni Asie. Dalsi vina cestovala po Hedvabné
stezce pres stiedni Asii az do Evropy a dvé dalsi viny piekro€ily Tichy ocedn do zépadni
Severni Ameriky. Prvni skupina se dostala za pomoci ruskych lodi na aljaSské Aleutské
ostrovy a druhd skupina se taktéz lodi ptepravila pfes obrovskou plochu ocednu piimo na
zapadni pobiezi Severni Ameriky. A nakonec skupina, ktera se usadila v Evropé, se
roz$ifila s expanzi kolonidlnich mocnosti do vychodni a jizni Ameriky, Afriky a

Australie. Nezadouci hosté s sebou ptinesli dalsi nezadouci hosty (www.popsci.com).

2.5.1 SiFeni B. afzelii prostiednictvim ptaki

B. afzelii je vétSinou pienaSena klistaty rodu Ixodes ricinus v Evropé a Ixodes
persulcatus v Asii a je znama svoji adaptaci k hlodavcim jako k rezervoarovym
hostitelim. U téchto hostiteli vytvari B. afzelii dlouhodobou systémovou infekci, ktera
usnadiiuje velkou mérou pienos z hostitele na klisté (Heylen et al., 2017; Ishiguro et al.,
2000). Studie o B. afzelii zjistily, ze rychlost pfenosu hostitel-klisté je vysoka, a to po celou
dobu trvani infekce (Tonetii et al., 2015).

Je znamo, Ze ptaci jsou kompetentnimi rezervoarovymi hostiteli konkrétnich druht
borelii jako B. garinii a B. valaisiana. B. afzelii byla do nedavna spojovana jen s hlodavci
(Franke et.al., 2010). Bylo povazovano, ze ptaci nejsou kompetentnimi rezervoary pro B.
afzelii, protoze spirochéty B. afzelii jsou citlivé na ptac¢i sérum. Mnoho druht ptaka je
Casto vystaveno kousnutim |. ricinus infikovanych B. afzelii, avSak nedavné terénni studie
o ptacich zpochybnily skute¢nost, Ze je B. afzelii pfisné neslucitelna s pta¢imi hostiteli.
Naptiklad studie Sparagano a spol. 2015 dospéla, pfi posuzovani tlohy raznych druht
ptaka pti prenosu a rozsifovani borelie k vysleklim, Ze ve vice nez z 27 vzorkl pozitivnich
na piitomnost Borelie byla identifikovana B. afzelii. Skutec¢nost, ze 11 klist'at (6 larev a 5
nymf) bylo infikovano B. afzelii, coz naznacuje, Ze ptaci mohou slouzit jako rezervoarovi

hostitelé pro tento druh borelie (Sparagano et al., 2015).

B. afzelii byla detekovana ve 3 nymfach I. ricinus ze dvou sykor konader (Parus
major) (Geller et al., 2013). Jedna z pozitivnich nymf byla infikovand dvéma kmeny B.
afzelii. Jeden z téchto kmenut byl také detekovan v jiné nymf¢, ktera se krmila na stejné
sykofe. Sdilenim stejného kmene B. afzelii dvéma nymfami naznacuje mozny pienos B.

afzelii spole¢nym krmenim (,,co-feeding*) na ptac¢im hostiteli. V této studii byla zjisténa B.
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afzelii u nymf z ptak, a tak lze predpokladat, ze byla ziskana larvami klistat béhem jejich
piechoziho krmeni na hlodavcich. Je vSak zajimavé, ze podle analyzy 5S — 23S IGS
sekvenci téchto vzorku B. afzelii, dvé nymfy, odstranéné ze stejné sykory konadry, mély
odlisnou kombinaci kment B. afzelii. Jedna nymfa méla pouze B. afzelii kmen PGau,
zatimco u druhé nymfy byla detekovana smés B. afzelii kmenti PGau a Tom 1503. Toto
zjisténi miZze naznaCovat pienos B. afzelii kmene PGau zjedné nymfy na dal$i pii
spole¢ném krmeni. Nicméné, je taky teoreticky mozné, i kdyz svelmi malou
pravdépodobnosti, ze jedna nymfa ziskala smés dvou kment B. afzelii v larvalnim stadiu
od hlodavce, a poté se zacala krmit na stejném ptacim hostiteli s dal$i infikovanou nymfou

B. afzelii kmenem PGau (Geller et al., 2013).

Ve studii Kjelland a spol. 2010, ktera se zajimala analyzou piitomnosti borelii
v klistatech z migrujicich ptakti v Norsku, dospéli k zaveru, Ze ptaci, obzvlasté krmici se
na zemi, jsou vice ohrozeni napadenim klistat a jsou povazovani za dulezity faktor v
globalnim Sifeni klistat a patogent prenasenych klistaty. V této praci bylo prokdzano, ze
migrujici ptaci prendseji velké mnoZstvi klistat do Norska. Kromé pfenosu infikovanych
klistat mohou nékteré druhy ptakt pienaset B. burgdorferi s.l. jako aktivni infekci v sobg.
Ackoli podobné studie byly provedeny v jinych severskych zemich, toto byl prvni popis
prevalence a genotypu B. burgdorferi s.l. u klist’at I. ricinus krmenych na ptacich béhem
jarni a podzimni migrace v Norsku. V této studii byla také zjisténa B. afzelii (8,3%), ktera
byla detekovana v klistatech ze stfizlika obecného (Troglotydes troglodytes) (1 larva),
cervenky obecné (Erithacus rebecula) (1 nymfa) a z pé¢vusky modré (Prunella modularis)
(1 nymfa) (Kjelland et al., 2010).

Pozd¢ji studie Lammano a spol. 2014 potvrdila pfitomnost B. afzelii v klistatech
krmicich se na migrujicich ptacich, a to v lindusce lesni (Anthus trivialis) (4 nymfy),
pénkavé obecné (Fringilla coelebs) (1 larva a 2 nymfy), pénici hnédoktidlé (Sylvia
communis) (1 nymfa), drozdu cvréalovi (Turdus iliacus) (2 nymfy), kosu ¢erném (Turdus
merula) (4 nymfy), drozdu zpévném (Turdus philomelos) (2 nymfy) a drozdu bravnikovi
(Turdus viscivorus) (1 nymfa). Druhy ptaka patiici do rodu drozdovitych byly nejéastéji

napadeny klist'aty a také nejcastéji pfenasely infikovana klistata (Lommano et al., 2014).

V roce 2017 Heylen a spol., publikoval piehled, ve kterém byli analyzovani ptaci
jako rezervoarovi hostitelé pro rGzné druhy borelii. V tomto piehledu ve 13 z 19

analyzovanych studii byla B. afzelii detekovana v klistatech I. ricinus krmenych na
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zpévnych ptacich. Az sedm druhti zpévnych ptakti by mohlo podle Heylen hrat roli pti
pienosu B. afzelii na klistata I. ricinus a to ¢ervenka obecna, pénkava obecna, konipas
horsky (Motacilla cinerea), sykora konadra, stfizlik obecny, drozd cvréala a kos Cerny.
Hostitelé, u nichz se nejcastéji vyskytovaly larvy infikované B. afzelii, byly ¢ervenka
obecna a sykora komladra. Pii zkoumdni ptakt, kteti nosili nymfy klistat infikovanych B.
afzelii, bylo nalezeno 20 riznych druht ptakt, z nichZ nejéastéji byli hlaseni kos Cerny,

drozd zpévny, pévuska modra, ¢ervenka obecna a sykora konadra (Heylen et al., 2017).

Jest¢ dilezitéjsi je fakt, Ze z vétSitho mnozstvi druhli ptdkt byly ziskané larvy
infikované B. afzelii. Vzhledem k tomu, Ze vertikalni ptenos patogent LB v klist'atech I.
ricinus neni mozny, tato pozorovani naznacuji, ze larvy klistat ziskaly B. afzelii z ptacich

hostiteld, kteti bud’ byli nakaZeni, nebo larvy byly infikované ,,co — feeding.

Takzvany ,,co-feeding je jednou ze strategii, pomoci niz by mohla B. afzelii
infikovat larvalni stadia klistat, kterd se krmi na ptacich hostitelich. Tento pfenos nastava,
kdyz se infikovana a neinfikovana kli§tata krmi v blizkosti na stejném hostiteli. Rada
studii dokumentuje ,,co-feeding™ pienos B. afzelii na kompetentnich hostitelskych
rezervoarech jako jsou hlodavci. Tento zplisob pienosu se muze vyskytnout
V nepiitomnosti systémové infekce, a tim padem vyvolal hypotézu, ze ,,co-feeding“ pienos
by mohl umoznit BoRrelii se vyhnout imunitnimu systému jinak nekompetentnich hostitela
(Heylen et al., 2017). Dubska a spol. 2009, naptiklad ve své studii dospéla k zavéru, Zze
uroven infekce B. afzelii byla pfiblizné stejna u klistat krmicich se na sykorach konadrach,
pévuskach modrych, drozdech zpévnych a na kosich ¢ernych. Ackoli nebyla B. afzelii
nalezena u spole¢né se krmicich nymf na stejném hostiteli, byla zjisténa B. afzelii v jedné
larvé ze sykory konadry a v jedné larvé z konipase horského (Dubska et al., 2009). Taktéz
studie Hasle a spol. 2011, jejimz cilem bylo vyhodnotit prevalenci BoRrelia spp. u klist'at
pienasenych ptaky pomoci PCR, zjistila pfitomnost DNA BorRelia spp. v 70 (13,6%) z
513 vysetfenych nymf I. ricinus, z nich 19 bylo potvrzeno jako B. afzelii. Toto zjisténi je
v souladu s tim, ze B. afzelii byla nalezena pouze v nymfach, které mohly ziskat B. afzelii
od ptedchoziho hostitele. Nicméné ptitomnost B. afzelii v 11 z 56 vysetfovanych larev I.
ricinus shromazdénych z Cervenek a drozdi muze znamenat, ze bud’ ptaci mohou byt
infikovani B. afzelii, anebo pfitomnost B. afzelii v larvich mohou také vysvétlit ,.co-

feeding” nymf infikovanych B. afzelii na stejném hostiteli (Hasle et al., 2011).
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Drivéjsi prohlaseni o nekompatibilit¢ druhti B. afzelii a ptakt, by mohlo byt
piipadn¢ vysvétleno odliSnou kompetentni citlivosti pro B. afzelii u riznych druha ptakd,
ktera byla jiz dfive pozorovana. UZ pfedtim bylo prokazano, Ze napt. domaci kufata jsou
pouze docasn¢ kompetentni pro B. afzelii, zatimco evropsti kosi ¢erni a kanafi divoci
(Serinus canaries) se viibec neinfikuji. Dikazy o nespecificité u ptacich hostiteltl poskytuji
pozorovani ve Skandinavii, kde spirochéty tii druht infikuji larvy klistat, které se Zivily na

ruznych ptacich (Richter et al., 1999).

Detekce B. afzelii znymf a dokonce larev krmenych na ptacich naznacuje, ze
mohou ptaci slouzit jako rezervoarovi hostitelé pro tento druh borelie. Na zakladé vyse
popsanych analyz je zfejmé, ze ptaci hraji dilezitou roli pfi pfenosu spirochét LB, vCetné
B. afzelii. Rtzné druhy ptak by mohly byt pienasSeci a zaroven kompetentnimi rezervoary
pro B. afzelii diky jejich vysoké mife napadeni klistaty. Navic béhem migrac¢nich obdobi
mohou pfendaset ptaci miliony klistat infikovanych boreliemi, pfemistovat je na stovky
kilometra, a tak vytvaret novd endemickd loziska LB po celém svété. V Evropé se B.
afzelii vyskytuje vklistatech krmicich se na ptacich jest¢ mnohem castéji nez B.

burgdorferi, zatimco v Severni Americe jsou ptaci hostitelé pro B. burgdorferi.

2.5.2 Sifeni B. garinii prostiednictvim hlodavci

Stejné jako jiné druhy spirochet i B. garinii spoléhaji na hematofagni ¢lenovce pro
pfenos a jsou asociované vétSinou s ptaky jako hostiteli (Rahn D. & Evans J., 1998). B.
garinii je v Evrop¢ a zapadnim Rusku pienaSena klistaty I. ricinus, ktefi se krmi na ptacich
a hlodavcich. V Rusku, Cin& a Japonsku B. garinii pienasi |. persulcatus, které se krmi na
stejnych hostitelych. B. garinii nebyla izolovana pouze z ptaku Zijicich vyhradné na
kontinentu, ale také z ptakt motskych. V Evropé, vychodnim Rusku, v zapadni a vychodni
Casti Severni Ameriky, severnim Pacifickém oceanu, Arktidé a v sub-arktickych ostrovech
je B. garinii pfenasena klistaty |. uriae pomoci motskych ptakt (Smith et al., 2006;
Comstedt et al., 2008). Klist'ata I. uriae udrzuji toto agens ve ,,skrytém® enzootickém cyklu
u motskych ptakl na jejich mistech hnizdéni v Sirokém, ale také diskontinualnim prostoru.
Ackoliv tyto dva enzootické cykly, pozemni a moisky, jsou obecné geograficky a
ekologicky oddéleny, vyména kmenti B. garinii miize nastat v mistech, kde se oba cykly
piekryvaji (Smith et al., 2006).

V roce 2014 Margos a spol. popsali novy druh borelie v ramci B. garinii a

pojmenovali ho B. bavariensis (Margos et al., 2014). B. garinii byla jednim z prvnich
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druhi rodu Borrelia, ktera méla byt definovana DNA-DNA hybridizaci (Baranton et al.,
1992). Pomoci této typiza¢ni metody byl kmen PBi, pivodné izolovany z pacienta s
neuroborreliozou v roce 1984, zatazen do druhu B. garinii. Bylo vSak poznamenano, Ze
kmen PBi a blizce pfibuzné kmeny maji v ramci B. garinii odlisny typ vnéjsiho
povrchového proteinu A (0SpA) a to typ 4. RFLP analyza ukazala, ze kmeny 0SpA typu 4
jsou geneticky vysoce homogenni. Navic kmeny ospA typu 4 tvoii v ramci B. garinii
zietelny ekotyp (novy druh — B. bavariensis) a vyuzivaji hlodavce jako rezervoarové
hostitele, zatimco jiné typy B. garinii jsou znamé jako druhy pfenasené ptaky. Dalsi studie
ukazala, ze B. bavariensis je Siroce rozsifena ve vSech ¢astech Evropy a Asie a vyskytuje
se i v Kanadé (Munro et al., 2017). Nicméné se objevuji fakta také potvrzujici pienos

kmeni patricich k druhu B. garinii ne pta¢imi hostiteli ale hlodavci, zejména v Asii.

B. garinii kmen NT29, naptiklad, a také pfibuzné kmeny vyskytujici se v Asii jsou
asociovany pouze s hlodavci, ale jejich vztah k B. bavariensis z Evropy zustal nejasny,
protoze evropské a asijské B. garinii se nejen liSily v 0SpA typu, ale také vykazovaly
rozdily v RFLP 5S-23S mezigenovych tseki (Miyamoto & Masuzawa, 2002).

V Japonsku byl prvni piipad LB zaznamenan Kawabata a spol., v roce 1987. Poté
byly spirochéty isolovany z pacientt a také dvou druhd klistat a to I. persulcatus a I.
v Japonsku (Fukunaga et al., 1993). I. persulcatus je také rozsSifen v Rusku na Dalném
vychodé a v Asii, napada jak hlodavce, tak i ptaky a byl uznan jako vektor nékolika
lidskych patogent véetné ptivodce LB (Murase et al., 2013; Takano et al., 2011).

Ve studii Ishiguro a spol. (2000) bylo pomoci analyzy 5S-23S mezigenového useku
zkontrolovano 30 izolatd B. garinii z Koreje, Mongolska a Ciny a jejich porovnanim
s dal$imi izolaty z Evropy a Asie stanoveno schéma rozsifeni B. garinii na Dalném
Vychod€. Obdrzené vysledky naznacuji, ze existuje postupna cesta zavadéni druhu B.
garinii zptsobujiciho LB ze severovychodni Ciny pres Koreu do Japonska pomoci §ifeni
klist’at, které se zivi na migrujicich ptacich predev§im, rodu drozdovitych. Migrace ptakt
je mozna jednim vysvétlenim toho, pro¢ B. garinii je nejheterogennéjsi ze vSech dosud

studovanych druhii borelii zptisobuji LB (Comstedt et al., 2011).

Ve studii Takano a spol. 2011 bylo za pomoci metody MLST analyzovano vétsi
mnozstvi izolatt B. garinii v Japonsku. Devatenact kment spirochet pochazelo od pacientt

s LB. MLST 40 izolati pochazelo z klist'at, pficemz z klist’at I. persulcatus bylo izolovano
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18 kmeni, které byly sebrany z Japonska (15 kmenti) a z Ruska (3 kmeny). Dvacet dva
kmeni bylo izolovano z hlodavci, z nichz bylo 10 z nornika $edivého (Myodes rufocanus)
a 8 z mysice (Apodemus speciosus), (Japonsko) a 4 byly z mysice malooké (Apodemus

uralensis) (Cina).

MLST analyzou byly analyzované kmeny B. garinii rozdéleny do dvou
fylogenetickych skupin. Jedna skupina B. garinii ST skupina B, ptevladala mezi izolaty jak
klinickymi tak i od hlodavct v Japonsku. Tyto vysledky naznacuji, Ze hlodavci jsou
kompetentnimi rezervoary pro vétSinu patogennich izolati B. garinii pro lidi v Japonsku.
Bylo také zjisténo, ze japonské klinické izolaty mohou byt odlisné od vétSiny evropskych
izolata. To muzZe byt zpisobeno ruznymi vektory B. garinii v Asii a Rusku proti Evropé¢.
Lze tedy predpokladat, Zze patogenni bakterie B. garinii pro lidi v Japonsku je udrzovana
hlodavci na rozdil od evropskych kment B. garinii, které jsou spojené s ptaky (Takano et
al., 2011). Japonsky typ B. garinii mize byt rozdélen do dvou podtypl: euroasijsky typ
(20047) nachazejici se v Evropé a Asii a asijsky typ (varianta NT29 typu) nachazejici se
jen v Asii.

Izolaty B. garinii z I. persulcatus puvodem z vychodnich oblasti Ruska, vnitiniho
Mongolska severovychodni a zapadni Ciny, severni ¢asti Jizni Koreje byly identifikované
jako euroasijsky typ B. garinii (typ 20047), a asijsky typ (varianta NT29). Izolaty
ziskanych od druhd hlodavet, jako jsou mySice — korejska zemni my$ (Apodemus
peninsulae) zachycené v Khabarovsku (Rusko) a v oblastech vnitiniho Mongolska, nebo
mySice temnopasa (Apodemus agrarius) a bélozubka velka (Crocidura lasiura) ze severni
¢asti Jizni Koreje, byly identifikovany jen jako asijsky typ B. garinii nebo B. afzelii.
asijsky typ B. garinii a B. afzelii jsou ptirozené¢ udrzovany mezi |. persulcatus a divokymi

savci.

Turecko pfedstavuje most mezi evropskymi zemémi a Asii. K objasnéni distribuce a
Siteni klistat a borelii mezi Evropou a Asii byl provedeny priizkum na pobiezi Cerného
mofe na evropské strané Turecka. Dvanact z 299 klistat I. ricinus bylo infikovano
spirochétami borelii. Deset cistych kultur bylo podrobeno charakterizaci pomoci
sekvenacnich analyz jejich 5S-23S mezigenovych tuseku, rrs a flaB genu. Byly
identifikovany druhy: B. burgdorferii s.s., B. garinii euroasijkého typu, B. afzelii, B.
lusitaniae a B. valaisiana. Nicmén¢ nebyl nalezen zadny asijsky typ B. garinii. Také

asijsky typ B. garinii nebyl nalezen mezi evropskymi izolaty I. ricinus (Masuzawa, 2004).
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2.6 Shrnuti

V dnesni dobé dochédzi k rozsdhlému kontaktu mezi narody, faunou a flérou
Z nového a starého svéta. S pfichodem cestovani mezi kontinenty diky moderni letecké a
lodni dopravé dochdzi pii téchto cestach k rozsifovani nékterych patogent a jejich osidleni
uplné novych a zcela neocekdvanych oblasti. Na premisténi a rozSifovani patogenti do
téchto oblasti se také podili klimatické zmény. Pohyb zvifat do novych oblasti mize byt
zamérny, zpusobeny clovékem, nebo je soucasti jejichmigracie. Napftiklad je znamo, ze
velmi duleZitou roli v rozsitovani B. burgdorferi s.1., hraje ptactvo a to diky své migraci do
ruznych lokalit, ptekonavanim velkych vzdalenosti a rliznych bariér. Ptactvo se zasadné
podili na rozsifovani infikovanych klistat, a to i téch, ktera mohou byt nakazena i vice nez
jednim druhem spirochét z komplexu B. burgdorferi s.l. Nejen ptaci, ale také hlodavci hraji
dilezitou roli pfi pfenosu a rozsifovani LB po celém svéte. Na rozdil od ptakt u kterych
migrace predstavuje ptirodni jev, migrace hlodavci je vétSinou zpisobena Clovékem. To
vSe vede krozSiteni patogenti do novych lokalit. Na zakladé novych dat je tieba
prehodnotit nynéjsi stereotyp o striktnim geografickém rozsifeni nékterych druhd,

predevsim B. afzelii a B. garinii, a stejné tak i jejich asociaci jen s ur¢itymi druhy hostitelt.
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3. Cil prace

1.

Literarni studie k problematice.

Analyza infek¢éniho potencialu amerického klonu B. garinii na laboratornich

modelech zvitat (mysi).

a. Infikovdni mysi a jiSténi pfitomnosti protildtek na borelie v mySich

(Western Blot).

b. Detekce DNK B. garinii v hostitelskych tkanich pomoci PCR.

c. Kaultivace spirochét z organii infikovanych mysi.

Interpretace vysledkl s dirazem na objasnéni infek¢niho potencialu amerického

izolatu B. garinii ptivodem z hlodavcu a jeho vliv na vefejné zdravi.

Ziskani monoklonalnich kultur B. afzelii a tim prokazani pfitomnosti dalsiho

evropského druhu borelie na izemi Spojenych Stati.

Charakterizace amerického izolatu B. afzelii s cilem porovnani s evropskymi

1zolaty tohoto druhu borelie a zjisténi jeho ptvodu.

Charakterizace amerického izolatu B. afzelii s cilem porovnani s evropskymi

1zolaty tohoto druhu borelie a zjisténi jeho ptivodu.
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4. MATERIALY A METODY

4.1 MATERIALY

V tabulce 1 a 2 je sepsan seznam pouzitych chemikadlii, kit a pfistroji v riznych

metodach.

Tab. 1: Seznam pouzitych chemikalii a kit

Kultivace

BSK — II médium, MKP médium

kompletni BSK — Il (MKP)
medium + 6% krali¢i sérum

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

0,5 % roztok

Izolace DNA

Kit na izolace genomové DNA

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

Kit na purifikace PCR produktt (kolony)

Centrifugal Filter Units
DNA extraction form
agarose (Millipore)

PCR

PCR 2x Master Mix

Taq DNA polymeraza
[dopInéno reakénim pufrem
(pH 8.5)] 400uM dATP,
400uM dGTP,
400uM dCTP, 400uM
dTTP, 3mM MgCI2
(Promega)

DNA Elektroforéza

50x TAE pufr

200mM Tris-HCI, 50mM
EDTA

Agaroza

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

6x vzorkovy pufr

Blue/Orange 6x loading
dye,

(0.03% bromophenol blue,
0.03% xylene cyanol
FF, 0.4% orange G, 15%
Ficoll™ 400, 10mM Tris-
HCI (pH 7.5) a 50mM
EDTA (pH 8.0)
(MBI Fermentas)

PCR Marker

Gene Ruller 100 bp Plus
DNA Ladder
(Thermo Scientific)
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Western Blot

Lyzaéni protein

Kultura borelii minimalné
10%ml, HN- Buffer, B-
PER-Bacterial protein, 2x
Laemmli sample buffer, 1
— mE Capto

12% SDS gel

30% AA, Separation (1,5 M
Tris-HCI, 10%
APS)/Stacking buffer (2 M
Tris-HCI, 10% SDS), dH,0,
10% APS, TEMED

1x Running buffer

10xRunning buffer + dH,O

5% SDS Loading Buffer

2M Tris-HCI (pH 6,8), SDS,
glycerol, B-merkaptoethanol,
0,5% bromfenolova modt,

dH,O

1x Blotovaci pufr

10x Blotovaci pufer (Tris
base, glycin,
ngO) + Met-OH + dH,0O

Blotovaci roztok

5% mlékov TBS pH 7,4

Ix TBS

10x TBS (NaCl, Tris Base,
Tween 20, dH,0) + dH,0

Vyvolavaci roztok

1 ml Detection Reagent Aa 1
ml Decetion Reagent B
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Tab. 2: Seznam pouzitych zatizeni

Zarizeni

Typ

Centrifugy

Centrifuga 5415 C (Eppendorf)

Centrifuga 5415D (Eppendorf)

Centrifuga 1415 R (Eppendorf)

Centrifuga Universal 32 R (Hettlich
zentrifugen)

Elektroforéza

SHUG (Sigma Aldrich)

OVL EasycastTM B2 (Thermo scientific)

Mikroskop s temnym polem

Leica DM 1000 LED (Leica)

PCR cycler

Mastercycler personal (Eppendorf)

Zahrivaé

Thermomixer (Eppendorf)

Petroff - Hausserova pocitaci komiirka

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

USA
Fotosystém na foceni gelu Kodak
Flow box Gelaire

Box pro péstovani borelie na pevné pidé

BD GasPak' M EZ

PCR box DNA/RNA UV cleaner UVC/T-M-AR
(Biosan)
Vortex Heidolph REAX top

Blotovaci aparat

Trans-Blot®™ SD Semi-Dry Transfer Cell
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42 METODY

4.2.1 Priprava tekutého média BSK — 11

Ptiprava byla provadéna podle protokolu Dr. P. Rosa (USA). Seznam pouzitych
slozek pro vyrobu 1 litru média je zobrazen v tabulce 3. Prvni tii slou¢eniny ze seznamu
byly v patfi¢cném mnozstvi ponechany za stalého michani v 800 ml vody na magnetickém
michadle, dokud se tyto slouc¢eniny nerozpustily. Poté byly pfidany ostatni slozky uvedené
vtabulce 11 a naslednd byl cely roztok piipraven pii stdlém michani. Zelatina byla
rozpusténa v horké vod¢ a ptidéna k ostatnim slozkam. Po rozpusténi vSech slozek bylo pH
dovedeno do 7.6 pomoci NaOH. Po dovedeni objemu do 11 a zahtati na 55°C byl roztok
prefiltrovan pies 0,22 pm filtr. Filtrace probihala ve sterilnim boxu. Pfefiltrovany roztok
byl poté pfi sterilnich podminkach rozdélen do zkumavek po 50 ml a do kazdé zkumavky

byly pfidany 3 ml krali¢iho séra. Médium bylo uloZzeno do mrazaku na — 20°C.

Tab. 3: Slozky pro vyrobu BSK — 1.

Latka MnozZstvi g/l
10x CMRL 9,7
Neopeptone 5
BSA 50
Yeastolate 2
HEPES 6
Glukoza 5
Citrat sodny 0,7
Pyruvat sodny 0,8
N-acetyl glukd6zamin 0,4
Hydrogenuhli¢itan sodny 2,2
Zelatina 10

Krali¢i sérum — 60ml na 1 litr média
4.2.2 Priprava MKP média pro kultivaci borelie z tkani

MKP médium bylo ptipraveno podle protokolu Prof. E. Ruzic — Sabljic (University
of Ljubljana, Institute of Microbiology and Immunology, Slovinsko). Zakladni médium
bylo piipraveno nasledujicim zptisobem: latky (Tab. 5) ve form¢ prasku, byly rozpustény v
750 ml destilované vodé, nésledné bylo pfimichdno 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. Zelatina, krali¢i sérum a BSA (Tab. 6) byly zahtaty na 33 °C a po zahiati byly
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pfidany k zakladnimu médiu. Médium bylo filtrovano ptes 2,2 pm filtr. Takto pfipravené

médium se nezmrazuje, uschovava se v ledni¢ce maximalné po dobu jednoho mésice.

Tab. 5: Slozeni zakladniho MKP média Tab. 6: Slozeni kompletniho MKP média
Latka MnoZstvi g/l Latka MnozZstvi g/l
10x CMRL 9,7 Zéakladni médium MPK 11
Neopeptone 3 Zelatina 7% 200ml
HEPES 6 Krali¢i sérum 72ml
Glukoza 3 BSA 35ml
N-acetyl glukézamin 0,4
Hydrogenuhli¢itan sodny 2
Kyselina citrébnova 0,7
Kyselina pyrohroznova 0,8

4.2.3 Kaultivace spirochét v tekutém médiu

Kultivace spirochét probihala v kompletnim BSK — II médiu nebo v kompletnim
MPK médiu. Ve sterilnich podminkach pomoci o¢kovaci klicky byly jednotlivé kultury ze
zmrazenych zasobnich kultur nasazeny do 10 ml BSK — II nebo MPK meédia. Kultivace
borelii probihala in vitro pfi 34°C. V pravidelnych intervalech byl rtst kultury pozorovan
pod mikroskopem temného pole. Pouze nekontaminované a dobie narostlé¢ kultury (do

pozadované hustoty spirochét 107 bundk/ml), byly pouzity pro dalsi experimenty.

4.2.4 Mikroskopie temného pole, pocitani hustoty kultur borelie

Béhem kultivace borelii v tekutém médiu byly kultury kontrolovany pod
mikroskopem temného pole z diivodu kontroly Zivotnosti, nartistu a Cistoty (kontaminace)
kultury. Koncentrace spirochét (hustota kultury) byla uréena pomoci Petroff — Hausserovy
komiirky. Mnozstvi vzorku (10 um) bylo pfeneseno pipetou do komiurky. Pro stanoveni
koncentrace byl spocitan primérny pocet bakterii v uhlopticce péti vétsich ctverct Petroft-
Hausserovy komirky. Koncentrace bunék v 1 ml kultury byla pak spocitand pomoci
vzorku A x 1,25*x10° kde A je prumérny pocet bakterii ve vétSim ctverci pocitaci

komiirky.

4.2.5 Priprava tekutého média 1,5 x BSK' (pro pevnou puadu)

Tekuté médium pro pevnou plidu bylo pfipraveno podle protokolu Dr. P. Rosa
(USA). Do 400 ml milliQ vody bylo ptfidano 34,7 g BSA. Tato smés byla nasledné jemné
michana na magnetickém michadle do t¢ doby, dokud se zcela nerozpustila. Poté byly
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pfidany zbyvajici slozky uvedené v tabulce 7. NaOH bylo pouzito k dovedeni pH do 7.5.

Cely objem byl doplnén MilliQ vodou do 500 ml. Médium bylo piefiltrovano pies 0,22 pm

sterilni membranu a bylo do n¢j pfidano 20 ml sterilniho krali¢iho séra. Médium bylo

rozdé€leno pfi sterilnich podminkach do potfebnych objemt a uskladnéno pii - 20°C.

Tab. 7: SloZeni tekutého médial,5 x BSK*

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

4.2.6

Kultivace spirochét na pevné pudé

B. burgdorferi s.l. je vétSinou péstovana v tekutém médiu, ale jsou zndmé metody

podporujici rust kolonii na pevné pidé. V nasich experimentech pro kultivaci na pevné

pude byly pouzity takto nafedéné kultury: 1000 borelii/ml, 500 borelii/ml, 200 borelii/ml a
100 borelii/ ml.

4. 2. 6. 1. Kultivace spirochét na pevné pudeé v bodech

1.

150 ml BSK" rozehi4tého ve vodni lazni pti 55°C bylo smichano se 100 ml horké
1,7% agardzy rozpusténé ve vodé.

Ziskany roztok byl rozdélen do Petriho misek po 10 ml a byl ponechan ztuhnout,
zbytek média s agar6zou byl udrZzovéan ve vodni lazni pti 55°C.

40 ml média smichané s agarézou bylo odpipetovano do 45 ml zkumavek a
nasledn¢ do nich byla ptidéna kultura borelii (1 ml), nafedéna podle pozadovaného
poctu.

Na Petriho misky, které byly pfipraveny v bodé 2, bylo ptidano 20 ml pfipraveného
média s nafedénou kulturou podle pozadovaného poctu spirochét a ponechéno 5 -

10 minut zatuhnout.
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5. Timto zpiisobem zhotovené Petriho misky byly uloZeny do boxu (BD GasPak ™
EZ) s 2,5% obsahem CO;a nechané pii teploté 34°C rust po dobu né€kolika tydnu.

6. Po 4 tydnech byly jednotlivé narostlé kolonie pipetou ptfendany do 2 ml tekutého
BSK — II média. Kultury byly dény rist do termoboxu pfi teplot¢ 34°C. Rust
spirochét byl pribézné kontrolovan pod mikroskopem temného pole.

7. Znarostlé kultury se po 1 — 2 tydnech odebral 1 ml do kriozkumavky a byl
uschovan na - 80°C.

8. Zbyly 1 ml se doplnil BSK — Il médiem a nechal se rust pfi teplot¢ 34°C pro dalsi

experimenty.

4.2.7 Infikovani laboratorniho modelu savce (mysi)

K inokulovani laboratornich mySi byla pouzita ¢ista, nekontaminovana dobie
narostla kultura (Borrelia garinii vzorek SCCH — 7 (138). Tato kultura byla nafedéna na

pozadovanou koncentraci 1x10° spirochét v 100 pl média.

K inokulaci byly pouzity naivni C3H laboratorni mysi z chovu Parazitologického
Gstavu. Mysi byly infikovany stejnym mnoZstvim borelie (10°/100 ul) podkozn& mezi
lopatky injek¢ni jehlou. K inokulaci bylo celkem pouzito 6 mysi (4 mysi Borrelia garinii,
1 mys ¢istym BSK — II médiem bez borelii, kterd slouZila jako negativni kontrola, 1 mys

Borrelia burgdorferi s.s., ktera slouzila jako pozitivni kontrola).

4.2.8 Odbér tkani

Tyden po infikovani mysi spirochétami probehl prvni odbér kousku mysiho ucha.
Kousek tkan€ z ucha se odebiral jesté¢ dvakrat ve druhém a Sestém tydnu pro ndslednou

analyzu pomoci PCR na piitomnost DNK borelie.

4.2.9 Nasazovani neinfikovanych larev a infikovanych nymf na mysi

Vsem mysim byla na hibetu holicim strojkem oholena srst, na oholené misto byl
nasledné ptipevnén kloboucek za pomoci lepidla a néplastové lepici pasky. Do kazdého
klobou¢ku byl pinzetou vloZen ur¢ity pocet neinfikovanych larev klistat 1. ricinus, které
byly ponechany se nasat. V piipadé B. garinii stejnym zptisobem na neinfikované mysi

byly nasazené artificialn¢ infikované nymfy klist’at.
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4.2.10 Castecné nasati nymf kliStat na membrané (umélé sani kli§t’at na membrané)

Pro tuto metodu bylo odebrdno dvakrat po 24 ml lidské krve. Krev byla pfii
pokojové teploté prenddna do sterilnich 50 ml zkumavek s kuli¢kami, které napoméhaly
vytvofit krevni srazeninu. Tfi ml defibrinové krve bylo déale pouzito pro nasledné umelé
sani 3 samic klistat na membrané. Samice se nechaly sat ptes noc, druhy den rano k nim
byly pfidany nymfy (Obr. 2). Po kratkém séani nymf na membrané, bylo do defibrinované
krve ptidano 50 pl koncentrované kultury spirochet borelii (1012 / ml). Po 12 hodinach byla
defirbinovana krev se spirochétami vyménéna za novou. Vymeéna krve se opakovala 3 krat.
Pak byly c¢aste¢né nasaté nymfy pfendany na nastrojené mysi s klobouckem a ponechané
sat na neinfikovanych — naivnich mysich. Po nasati a odpadnuti byly nymfy nechany pro
vylihnuti do dal$iho stddia — dospélce, a samotné mysi byly ponechiny ve zvéfinci
Parazitologického tistavu AV CR po dobu $esti tydnu pro vyvijeni piipadné infekce. Po
uplynuti Sesti tydnti byly myS$i usmrceny s naslednym provedenim pitvy. Pfi pitvé byla

kazdé mysi odebrana krev a tkané — ucho, srdce, moc¢ovy méchyt, slezina a kloub.

Obr. 2: Membranové sani nymf a samic klistéte I. ricinus.

4.2.11 Extrakce nukleovych kyselin z borelii, z kli§t’at a tkani modelového zvirete

Borelie byly odd¢€leny centrifugaci od média pii maximalnich ota¢kach po dobu 10
minut pii 4°C. Supernatant byl nasledné opatrné odpipetovan a dekontaminovan. Buiky
byly ihned zpracovany nebo uschovany v mrazaku pii — 20°C. Genomova DNK (gDNK) u
vSech vzorku byla ziskdna pomoci kitu DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen). Pfi izolaci
se postupovalo striktné podle protokolu vyrobce (Qiagen).
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Tkané¢ z mysi byly rozdéleny podle jednotlivych organt do mikrozkumavek.
Vzorky byly roziezany za sterilnich podminek ve flow boxu na malé kousicky pomoci

sterilnich skalpelti. Dale se postupovalo podle protokolu od vyrobce kitu (Qiagen).

Klistata byla fadn¢ rozdélena podle vyvojovych stadii - larva, nymfa a oznacena v
mikrozkumavkéch (typ Ependorf). Vzorky klistat byly uchovany v lednici pti + 4°C do
zpracovani. Homogenizace vzorki a nasledna izolace gDNK byla provedena stejnym
zpusobem jako u vzorkd tkani z mys$i. Po izolaci gDNK vSech vzorkd probéhlo pro
kontrolu méteni koncentrace. VSechna vyizolovana DNK byla uchovana v lednici pii +
4°C.

4.2.12 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Pfitomnost DNK borelii ve vzorcich byla kontrolovana pomoci PCR, kde
vyizolovana celkova gDNK byla pouzita jako templat. DNK mysi/klistat byla z pocatku
kontrolovana pomoci primerd na aktin a nasedné na piitomnost DNK borelii pomoci
primerd pro flagellin nebo ospC. Cela ptiprava vzorkt pro PCR probihala v boxu na ledu,
kromé ptidani DNK, to bylo vzdy pfiddno mimo box na ledu na pracovnim stole. Celkovy
objem kazdé reak¢ni smési byl 20 pl. Amplifikace probihala v pfistroji Master cycler
personal (Eppendorf).

V tabulce 8 je sepsano slozeni reakéni smési na 20 ul PCR reakce.

Tab. 8: Piehled slozeni reakce pro PCR.

10x Pufr 2 ul
25 mM MgCl, 2 ul 2x Master mix
Taq DNA polymeraza(250U/ml) 0,5 ul (Promega)
10 mM dNTPs 1 ul
1 mM Primer reverse 1 ul
1 mM Primer forward 1 ul
DNA (templat) 1-5ug
H,O Zavisi na objemu templatu

U kazdé reakce byla provedena pozitivni a negativni kontrola. Pro negativni kontrolu byla
pouzita deionizovana voda. Jako pozitivni kontrola byla pouzita ovétena DNK z borelie (B.
burgdorferi s.s.). Vzorky byly dostate¢né promichany. Amplifika¢ni reakce probihala

V pfistroji Master cycler personal (Eppendorf).

27



Tabulka 9 obsahuje sekvence pouzitych primera pro reakci PCR.

Tab. 9: Piehled pouzitych primert.

Nazev Teplota Velikost Sekvence F/R Citace
Primer | nasedani PCR 53— 3)
(C) produktu
(bp)
Flagellin 52 497 AARGAATTGGC AGTTCAATC Clark et al.,
out GCATTTTCWATTTTAGCAAGTGATG 2005
Flagellin 55 389 ACATATTCAGA TGCAGACAGA GGTTCTA | Clarketal.,
inn GAAGGTGCTGTA GCAGGTGCTGGC TGT 2005
OspC 52 635 ATGAAAAAGAATACATTAAGTGC Bunikis et
out ATTAATCTTATAATATTGATTTTAATTAAG al., 2004
G
OspC 55 589 TATTAATGACTTTATTTTTATTTATATCT Bunikis et
inn TTGATTTTAATTAAGGTTTTTTTGG al., 2004
Tick 60 120 CGACATCAAGGAGAAGCTCTG Tato prace
actin
Tick 60 120 GTCGGGAAGCTCGTAGGAC Tato prace
actin
Mouse 60 218 CTGTCCCTGTATGCCTCTG Spandidos et
beta — al., 2010
actin
Mouse 60 218 ATGTCACGCACGATTTCC Spandidos et
beta — al., 2010
actin

4.2.13 Priikaz pritomnosti DNK borelii v klist’atech a v mySich tkanich (nested PCR)

Pro zvySeni citlivosti PCR a zaroven pro snizovani inhibice reakce cizorodou DNK (DNK

mysi/klistéte) byla pouzita tzv. nested PCR (Tab. 10), kde pro druhy krok bylo jako

templat pouzito 5 pl z predchozi reakce. Tato metoda byla pouzita s primery pro flagellin.

V prvnim kroku byla vyuzita sada primert flagellin out R/F, v druhém flagellin inn R/F.
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Tab. 10: Jednotlivé kroky amplifikacni reakce nested PCR

Jednotlivé krokoy Teplota Cas
Pocate¢ni denaturace 95°C 5 min
Denaturace DNA 94°C 30 sekund
Nasedani | Flagellin out 52°C 30sekund
PHMErt I Flafellin inn 55°C
Elongace (extension) 72°C 1 minuta
Zavérecna elongace 72°C 10 minut
Teplota po skonceni reakce 4°C o0

* Bod 2-4 se 35x opakoval

4.2.14 Zjisténi druhu borelie pomoci PCR s druhové specifickymi primery

K urceni jednotlivych druhi borelii byly pouzity primery GI pro B. burgdorferi s.s.
(PCR produkt 543 bp), GlI pro B. garinii (PCR produkt 344 bp), GllII pro B. afzelii (PCR
produkt 189 bp) (Damaerschalck et al., 1995). Reakce probihala v 0,2 pl tenkosténnych

zkumavkach a celkovy objem reakéni smési kazdé reakce byl 20 pl.

Tab. 11: Pfehled pouzitych druhové specifickych primert GI, GII, GIII.

Nazev Teplota Sekvence 5¢ — 3¢ Specifita | Citace
primeru | nasedani primeru
GIR 50°C TTACAGTAATTGTTAAAGTTGAAGTGCC B. -
burgdorferi | &
GIF 50°C AACAAAGACGGCAAGTACGATCTAATT B. % Lo
burgdorferi | & &
GIIR 50°C GTAACTTTCAATGTTGTTTTGCC B. garinii g -
Gl F 50°C TGATAAAAAC AACGGTTCTG GAAC B. garinii g ©
GIlIIR 50°C TAAAGACAAAACATCAACAGATGAAAG B. afzelii 8
Gl F 50°C TTCCAATGTTACTTTATCATTAGCTAC B. afzelii
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Tab. 12: Jednotlivé kroky pro amplifikacni reakci pro GI, GII, GIII

Jednotlivé kroky Teplota Cas
Pocate¢ni denaturace 95°C 5 minut
Denaturace DNA 95°C Iminuta
Nasedani primert 55°C 30 sekund
Elongace (extension) 72°C 1 minuta
Zavérecna elongace 72°C 5 minut
Teplota po skonceni 4°C o0
reakce

Kroky 2 — 4 se opakovaly 30 krat.
4. 2. 14. 1. Charakterizace amerického kmenu B. afzelii

Dalsi PCR reakce nutné pro charakterizaci amerického izolatu B. afzelii byly
provedené na vzorcich, u nichz s pouZitim primeru GIII byla potvrzena pfitomnost B.

afzelii bez ko — infekce jinymi druhy borelie.

Cistd DNK B. afzelii byla analyzovana pomoci PCR s pouzitim primerd pro
flagellin, ospA, ospC a 8 sad primerd pro ,,housekeeping™ geny — MLST analyzy (ClpA,
cplX, nifS, pepX, pyrG, recG, rpIB a uvrA) (Tab. 13). V ptipad¢ ,housekeeping™ gent byla

provedena uz vyse popsana ,,nested PCR.
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Tab. 13: Piehled pouzitych primert pro flagellin, ospA, ospC a ,,housekeeping* gend.

Nazev Teplota Sekvence 5 - 3¢ Citace
primeru nasedani
clpX Outer R 50°C GATTGATTTCATATAACTCTTTTG
clpX Outer F 50°C GCTGCAGAGATGAATGTGCC
cplX Inner R 48°C TTAAGAAGACCCTCTAAAATAG
clpX Inner F 48°C AATGTGCCATTTGCAATAGC
clpA QOuter R 50°C TTCATCTATTAAAAGCTTTCCC
clpA Outer F 50°C GATAGATTTCTTCCAGACAAAG
clpA Inner R 48°C CAAAAAAAACATCAAATTTTCTATCTC
clpA Inne F 48°C GACAAAGCTTTTGATATTTTAG
nifS Outer R 50°C GTTGGAGCAAGCATTTTATG
nifS Outer F 50°C GTTGGAGCAAGCATTTTATG
nifS Inner R 48°C TCACAGCCAATTTTTTTAAC
nifS Inner F 48°C ATGGATTTCAAACAAATAAAAAG
pepX OuterR 50°C GTTCCAATGTCAATAGTTTC
pepX Outer F 50°C ACAGAGACTTAAGCTTAGCAG
pepX Inner R 48°C TGTGCCTGAAGGAACATTTG Margos
pepX Inner F 48°C TTATTCCAAACCTTGCAATCC etal.,
pyrG Outer R 50°C CAAACATTACGAGCAAATTC 2008
pyrG Outer F 50°C GATTGCAAGTTCTGAGAATA
pyrG Inner R 48°C AAACCAAGACAAATTCCAAG
pyrG Inner F 48°C GATATGGAAAATATTTTATTTATTG
recG Outer R 50°C GAAAGTCCAAAACGCTCAG
recG Outer F 50°C CCCTTGTTGCCTTGCTTTC
recG Inner R 48°C CAAGTTGCATTTGGACAATC
recG Inner F 48°C CTTTAATTGAAGCTGGATATC
rplB Outer R 50°C GCTGTCCCCAAGGAGACA
rpIB Outer F 50°C TGGGTATTAAGACTTATAAGC
rpIB Inner R 48°C GCTGTCCCCAAGGAGACA
rpIB Inner F 48°C CGCTATAAGACGACTTTATC
uvrA Outer R 50°C CCTATTGGTTTTTGATTTATTTG
uvrA Outer F 50°C GCTTAAATTTTTAATTGATGTTGG
uvrA Inner R 48°C CAAGGAACAAAAACATCTGG
uvrA Inner F 48°C GAAATTTTAAAGGAAATTAAAAGTAG
Flag R 50°C GACGCTTGAGACCCTGAAAG Picken,
Flag F 50°C TTCAATCAGGTAACGGCACA 1992
0SpAR 50°C GACTCAGCACCTTTTTG Bunikis
0SpA F 50°C TATTTATTGGGAATAGGTC etal.,
ospC R 50°C ATTAATCTTATAATATTGATTTTAATTAAGG | 2004
ospC F 50°C ATGAAAAAGAATACATTAAGTGC
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Tab. 14: Podminky 1. amplifika¢ni reakce 1 (,,spacer) pro clpX, clpA, nifS, pepX, pyrG,

rplB geny (primery ,,Outer).

Jednotlivé kroky Teplota Cas
Pocate¢ni denaturace 95°C 15 minut
Denaturace 94°C 30 sekund
Nasedani primeru 55°C —48°C 30sekund — s kazdyn cyklem
(anealing) po 30s se teplota snizila o 1
stupenl
Elongace (extension) 72°C 30 sekund
Denaturace 94°C 30 sekund
Anealing 48°C 30 sekund
Elongace 72°C 30 sekund
Cykly 5-7 se opakovaly 20x
Zavérena elongace 72°C 5 minut
Teplota po skonéeni 15°C 0

reakce

Tento PCR cyklus, kde se teplota nasedani primert s kazdym cyklem sniZila o 1 stupen, se

odborn¢ nazyva ,,touchdown PCR*.

Druha reakce ,housekeeping 2 (,,nested”) s primery ,inner nasledovala ihned po

skonceni prvni reakce (,,spacer).

Tab. 15: Podminky 2. amplifika¢ni reakce pro reakci ,housekeeping™ 2 (,,nested)

s primery clpX, clpA, nifS, pepX, pyrG, rpIB (inner).

Jednotlivé kroky Teplota Cas
Pocatecni denaturace 95°C 15 minut
Denaturace 94°C 30 sekund
Nasedani primeru 50°C 30 sekund
(anealing)
Elongace (extension) 72°C 30 sekund
Zavérecna elongace 72°C 5 minut
(extension)
Teplota po skonceni reakce 15°C [os)

Kroky 2 — 4 se opakovaly 35 krat.

Reakce s primery pro ,housekeeping gen recG méla jiné podminky pro amplifikaci

(podminky jsou uvedeny niZe v tab. 16). Reak¢ni smés byla pripravena stejné jako u

ostatnich reakeci.
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Tab. 16: Podminky 1. amplifika¢ni reakce pro gen recG

Jednotlivé kroky Telota Cas
Pocate¢ni denaturace 95°C 15 minut
Denaturace 94°C 30 sekund
Nasedani primeru 55°C 30 sekund
(anealing)
Elongace (extension) 72°C 30 sekund
Zavérecna elongace 72°C 5 minut
(extension)

Kroky 1 — 4 se opakovaly 30 krat.

Podminky 2. reakce (,,nested” s primery ,,inner”) pro gen recG byly stejné jako v 1.

amplifikacni reakci, jen pocatecni denaturace pii 95°C trvala 7 minut.

4.2.15 Elektroforéza v agarozovém gelu

Vysledky PCR reakci byly kontrolované na agar6zovém gelu, jehoZz koncentrace
byla zavisla na velikosti PCR produktu (od 0,8% do 2% agar6zy). Pfed nanaSenim na gel
do 20 pl vzorki bylo ptiddno 3,3 pl 6x koncentrovaného vzorkového pufru (6x Orange
DNA Loading Dye, Thermo Scientific, 50x SYBR Greenl). Pro upiesnéni velikosti PCR
produktu byl pouzit marker 100 bp gene ruler (MBI Fermentas). Elektroforéza probihala
v 1x TAE pufru pfi napéti 110 V po dobu 30 — 40 minut. Vysledky byly vizualizovany pod

UV zarenim, fotograficky zdokumentovany a fotografie byla uloZena.

4.2.16 Purifikace PCR produkta

Z agar6zového gelu (>1 %) byly vytiznuty PCR produkty zvizualizované pod UV
zatenim. Kousky gelu byly vlozené do kolony (Millipore) a centrifugované po dobu 10
minut pti 5,000 otackach/min. Takto purifikované PCR produkty byly sekvenované z obou

stran pomoci gen - specifickych primert.
4.2.17 Sekvenovani

Vzorky byly sekvenované v laboratofi BIOGEN Praha, s.r.o. ve dvou smérech
s gen - specifickymi primery F (forvard) a R (reverse). Do dvou 200 pl mikrozkumavek
(typ Ependorf) bylo pfidano 5-20 ng PCR produktu, déale byly pfidany gen - specifické
primery F a R (2,5 pmol/ul). Celkovy objem reakci byl 10 ul. 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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4.2.18 Western Blot — prokazani pritomnosti boreliovych protilatek v mySich

Western blot se pouziva pro kvantitativni nebo semikvantitativni detekci proteinu
ve vzroku. Metoda je tvofena tfemi zakladnimi kroky: 1. elektroforetickou separaci

proteint, 2. pfenosem separovanych proteinti, 3. detekci proteind.

4.2.18.1 Priprava lyzacéniho proteinu v bodech

1. Kultura borelii musi byt nekontaminovana a velmi hustd (minimalné 10%/ml).

2. Kultura byla centrifugovdna na 8 000 otackach po dobu 10 minut pii teplote 20 °C.

w

Poté byl odebran supernatant, k peletu byl pfidan 1 ml HN- Buffer, vSe bylo velmi
dobfte promichano.

Cely objem byl piendan do 1,5 ml zkumavek.

Znovu byl lyzat odstfed’ovan po dobu 10 minut pii teploté 20 °C a 8 000 otackach.
Supernatant byl odebran a k peletu byl opét piidan 1 ml HN- Buffer.

Opét byl lyzat odstfed’ovan za stejnych podminek a poté odebran supernatant.

K peletu bylo ptidano 200 pl B-PER-Bacterial protein, vSe bylo dobie promichano.

© o N o 0 &

Lyzat byl ponechan stat pii pokojové teploté po dobu 10 minut.
10. Po 10 minutach byla zmétfena koncentrace proteinu.
11. Dale bylo k lyzatu pfidano 190 pl 2x Laemmli sample buffer a 10 ul f — mE Capto,
tyto dvé slozky byly smichany v boxu.
Lyzat byl zmraZen na — 20 °C.

4.2.18.2 Western Blot v jednotlivych krocich

Pro separaci proteint se nejcastéji vyuziva SDS-PAGE elektroforaza.
a. Piiprava separacniho gelu: Bylo smichano 2 ml 30% AA, 1,25 ml
separacniho puferu, 1,7 ml dH,0, 50 ul 10% APS, 2 ul TEMED. Cely objem

byl odpipetovan do piedem slozené aparatury, kde se nechal gel stuhnout. Po
stuhnuti separac¢niho gelu byl pfipraven ,,koncentrujici* gel.

b. Piiprava ,.koncentrujici gelu: Bylo smichano 0,165 ml 30% AA, 0,25 ml
»stacking® bufferu, 0,575 ml dH,O, 10 pul 10% APS, 1 ul TEMED. Takto

pfipaveny ,stacking gel byl pfidan k separacnimu gelu a byl do né&j vloZen
hiebinek s 0,75mm hiebinky.
1. Mezitim byly vzorky (lyzaéni protein) smichdny se vzorkovym pufrem a

denaturovany pii 100°C po dobu 10 — 15 minut.
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10.
11.

12.

13.

14.

. Po slozeni aparatury, rozdélovaci byla zalita 1x Running puferem az po okraj, do

prvni jamky v gelu bylo odpipetovano 8ul proteinovych makeru, do ostatnich
jamek bylo odpipetovano 15ul proteinového vzorku. Gelova elektrofozéza trvala

pii 120V 60 minut nebo dokud prouzky nedosahly na spodni okraj gelu.

. PVDF membrana byla vloZena do blotovaciho pufru po dobu 15 minut. Gel byl

oplachut v destilované vodé, poté vlozen do blotovaciho pufru. Blotovaci papirky
byly takéz namoceny v blotovacim pufru. Dale byl sloZen ,,sendvi¢* (blotovaci
papir, membrana, gel a blotovaci papir) a vytlaéeny bublinky sklenénou tyckou.
Takto slozeny ,,sendvi¢® byl blotovan pii 20V po dobu 30 minut v blotovacim
aparatu.

Po pteblotovani byly oznaceny jamky na membran¢, membrana byla oplachnuta
v destilované vode¢.

Mezitim byl pfipraven blotovaci roztok (5% mléko v TBS pH 7,4). Po 30
minutach byla oteviena aparatura, vyjmut gel a blotovaci membrana byla
inkubovana na tfepacce v blokovacim roztoku po dobu 2 hodin.

Ptiblizn€¢ 20 minut pfed skonfenim blokovani, bylo pfipraveno mysi sérum
s blokovacim puferem (smichano 995ul blotovaciho roztoku s 5ul séra v 1,5 ml
zkumavce).

Po uplynuti 2 hodin byla membrana oznacena a rozstiihana na prouzky.

Kazdy prouzek byl vlozen do oznafeného igelitového pytliku a bylo k nému
pfidino 1 ml vzorku (995ul blotovaciho roztoku s Sul séra). Pytlicky
S membranou byly vlozeny to plastového boxu, ktery se nechal pfes noc
v lednici.

Druhy den se membrana inkubovala na tiepacce po dobu 1 hodiny.

Poté byly jednotlivé prouzky membrany vyndany z igelitovych pytlicki a 3x
promyty v 1x TBS + tween pufer po dobu 15 minut.

Mezitim byly pfipraveny sekundérni protilatky (5pul ,,antimousee IgG* protilatky
piidany do 50 ml blokovaciho roztoku, fedéni 1: 10 000).

Po promyti byl k prouzkim membrany pifidan blokovaci roztok s mySimi
protilatkami, vSe bylo ponechano 1 hodinu na tfepacce.

Po 1 hodin¢ byl zopakovan krok 12, 3x promyti v 1x TBS + tween pufer po dobu

15 minut.
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15. Poté byl ptipraven vyvolavaci roztok (1 ml Detection Reagent A a 1 ml Decetion
Reagent B z kitu Pierce® ECL Western Blotting Substrate (Thermo)), vie bylo
dobie promichéno.

16. Po tfech promytich byl pfidan vyvolavaci roztok a ponechéno na tfepacce po
dobu 5 minut.

17. Jednotlivé prouzky byly vloZeny na transparentni folii podle toho, jak Sly
jednotlivé vzorky za sebou, byly ptiklopeny druhou horni folii a byly odstranény
bubliny.

18. Z takto zhotovené membran\ byla potizena fotka.

4.2.19 Kultivace Zivych spirochét z tkani infikovanych mysi

Béhem pitvy mysi byla odebrana krev, dale byly odebrany také tkané — ucho,
mocovy meéchyft, slezina, srdce a kloub. USi byly pfed kultivaci promyty vl ml 100%
etanolu na tfepaCce pfi maximalnich otackach po dobu 5 minut. Poté byly oplachnuty
Vv destilované vod¢ a osuSeny. Po uschnuti byly rozkrajeny na mensi kousky a pfidany do 2
ml MPK média s 20 pl antibiotik a ponechany v termoboxu pfi teploté 34 °C ke kultivaci.

VSe probihalo za sterilnich podminek ve flow boxu.

Ostatni tkan€ byly taktéz za sterilnich podminek rozfiznuty na mensi kousky a dany
do 2 ml MPK média s 20 ul antibiotik a ponechany v termoboxu pfi teploté 34 °C ke
kultivaci. Krev byla pfivedena na pokojovou teplotu. Poté byla odstfed’ovana po dobu 7
minut pfi 2000 otackach. Centrifugaci bylo oddéleno krevni sérum od krevnich desticek.
Krevni sérum bylo odebrano do 1,5 ml zkumavek a uchovano pii teploté¢ — 20 °C pro dalsi

pouziti v metod¢ Western Blot.
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5. VYSLEDKY

V prubéhu molekularni analyzy riznych izolatt B. burgdorferi s.1. ziskanych z klistat,
hlodavci a ptakl z jihovychodu Spojenych statli, nékolik izolati odhalilo pfitomnost dvou
a vice rdznych kment borelii, véetné ,.evropskych® kmend B. garinii a B. afzelii

(nepublikovana data).

Pfedmétem analyzy byl izolat SCCH — 7, ktery byl kultivovan z biopsie tkani (kousek
ucha) kieka bavinikového (Peromyscus gossypinus) chyceného ve mésté Mt. Pleasant,
Charleston Country, stat Jizni Karolina v USA. Na zédklad¢ predbézné analyzy vzorki
pomoci RLB (Reverse Line Blot hybridizace) byl izolat SCCH — 7 charakterizovan jako ko
— infekce tfech kmenti B. burgdorferi s.s., B. garinii a B. afzelii. Cilem tohoto projektu
bylo od sebe oddélit B. garinii a B. afzelii a ziskat ¢istou monoklonalni kulturu obou

kmeni s cilem jejich ¢astecné charakterizace.

5.1 Kaultivace spirochét na pevné pudé

Po rekultivei SCCH — 7 v tekutém BSK — II médiu ze zmrazeného zasobniho
roztoku, byly borelie pienesené na pevnou piidu na Petriho miskdch. Narostlé samostatné
kolonie byly na miskach viditelné ptiblizné za 3 tydny po nasazeni (Obr. 3). Jednotlivé
kolonie (klony), které byly odebrany z Petriho misek (Obr. 4), se nechaly nardst v tekutém
BSK — II médiu.

Jednotlivé
kolonie

Obr. 3: Pevné medium BSK — II porostl¢ koloniemi borelii.
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Obr. 4: Odebrané jednotlivé kolonie (selekce).

5.2 Kontrola druhové ¢istoty

Monoklonalni kultury borelii byly kontrolovany metodou PCR s pouzitim druhové
specifickych primert. Z 200 zkontrolovanych vzork® kultur, vSechny aZ na tfi byly
identifikovany jako B. burgdorferi s.s. Tti izolaty SCCH — 7 (¢islo13, ¢islo 22 a ¢islo 25),
v druhové specifické PCR reakci sprimery GIII (specifickych pro B. afzelii) daly
specificky B. afzelii PCR produkty, odpovidajici velikosti 190bp (Obrazek 5).

Demonstra¢ni obrazek — jeden z gelt s vysledky ,skreeningu“ jednotlivych kolonii.

Vzorky s ¢islem 13, 22, 25 vykazuji ptitomnost B. afzelii.
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M 13 22 25

€]l

Obr. 5: M —100 bp DNK maker, vzorky 13, 22, 25 jednotlivych kolonii s primery Gl, Gll,
Glll, ,,-* negativni kontrola, ,,+* pozitivni kontrola (DNK B. burgdorferi s.s. pro GI, DNK
B. garinii pro Gll, DNK B. afzelii pro GllI).

5.3 Analyza vybranych tseki genomu amerického izolatu B. afzelii SCCH-7/22

Cista monoklonalni kultura B. afzelii byla dale kultivovana v tekutém médiu MKP,
k ziskani materialu pro dalsi analyzu. VSechny sekvence analyzované v této praci jsou

predstavené v Priloze €. 1. VSechny sekvence byly zaslané do GenBank.

5.3.1 Analyza ¢aste¢ného fla genu

Dale byla s t€émito tfemi klony provedena PCR reakce s primery pro flagellin. Na

obrazku 6 je vysledek PCR reakce s primery pro flagellin (497bp).

497bP  497pp 497 bp
500 bp

Obr. 6: M — 100 bp DNK marker, vzorky 13, 22, 25 jednotlivych kolonii, ,,+“ pozitivni

kontrola (DNK B. afzelii), ,,-* negativni kontrola.

PCR produkty byly sekvenovany a porovnavany mezi s Sebou a s GenBank.
Protoze byly tyto 3 klony identické, byl vybran 1 klon pro dalsi charakterizaci.
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Castecna sekvence fla genu z naseho vzorku (409bp) odhalila nejvyssi homologii
(99%) s nekultivovanym klonem Borreliella afzelii Ba_V1a flagellin (flaB) gene, partial
cds izolovanym z Polska (¢islo v GenBank MF 150047).

Castecna sekvence fla genu izolatu SCCH-7/22 byla porovnina se sekvencemi
flagel/inii riznych druhti borelii piedstavenych v GenBank. Schématické znazornéni
porovnani (pomoci MagAlign) je pfedstaveno na obrazku 7. Izolat SCCH-7/22 jak je vidét

na obrazku, se fadi k B. afzelii

X75200 B. burgdorferi
Borrelia burgdorferi (831)
Bb ss GeHo Fla
Borrelia americana
D83763 B. andersonii
Fla B.andersonii
CA127D82858
Fla B.bissettii

rolinensis

zelii
FLA B.spielmani
Flavalaisiana

Borrelia garinii
—E Fla B.garinii for RFLPshort
L42885 B. garinii

Fla B.sinica

P s e Borrelia japonica
Borrelia barbouri
Borrelia lonestari
Borrelia miyamotoi
Borrelia theileri
Borrelia hermsii
B.hermsii

Borrelia turicatae
Borrelia hispanica
r Borrelia recurrentis
L B.crocidurae
Borrelia duttonii

200

T T T T T T T T
18 16 14 12 10 8 6 4 2 0
Nucleotide Substitutions (x100)

Obr. 7: Schématické znazornéni porovnani riznych druhti kmenti borelii s izolatem SCCH-

7 (22).
5.3.2 Analyza ¢astecné sekvence genu pro 0SpA

Céstecna sekvence ospA amplikonu vzorku SCCH-7/22 (331 bp) odhalila nejvyssi
homologii (99%) s nekultivovanym klonem Borrelia afzelii subtype 2d1 outer surface

protein A gene izolovanym z Rakouska (¢islo v GenBank KM069329).

5.3.3 Analyza ¢astecné sekvence genu pro 16S — 23S

Caste¢na sekvence (480 bp) mezigenového useku pro 16S-23S izolatu SCCH-7/22
byla porovnana se sekvencemi 16S-23S rGznych druhti borelii piedstavenych v GenBank
odhalila nejvyssi homologii (99%) s nekultivovanym klonem Borrelia afzelii K78,
puvodem z Rakouska (¢islo v GenBank CP009058).
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Schématické znazornéni porovnani (pomoci MagAlign) je pfedstaveno na obrazku 8.

_{: B.valaisiana Russia
B.garinii China
—f C e
B. burgdorferi USA
B.bissettii
B. garinii Russia

B.afzelii Sweden
,—' [ B. afzeli Finland
16S-23S US B. afzelii @

B,bavariensis Germany
{l B. turcica Japan

B. chilensis
B. burgdorferi Texas
B. afzelii Romania

: B. japonica USA
B. hermsii

293.7

250 200 150 100 50 0
Nucleotide Substitutions (x100)

Obr. 8: Schématické znazornéni porovnani riznych kment borelii s izolatem SCCH-7/22.
Izolat SCCH-7/22 jak je vidét na obrazku, je ve skuping s B. afzelii.

5.3.4 MLST analyza

Multilokusova analyza 8 ,housekeeping” genti amerického izolatu B. afzelii
odhalila 100% shodu jen s jednim izolatem z MLST databaze (ST 70) a to s izolatem B.
afzelii VS461 ze Svycarska (100% shoda po 7 genech, a 97% shoda v genu pyrG, kde

nejbliz§i homologie také odpovidd izolatu ze Svycarska). Vysledky analyzy jsou

pfedstavené na obrazku 10.

Search or browse Borrelia isolates database

Enter search criteria or leave: biank to browse al records. Modify form parameters to fiter or enter a st of values.

Isolate provenance/phenoiype fields Allele designaions/schieme fields Dispiay/sort opions Action

] vll= ~ [Enter vate. 0 [sT(MsT) v = V|70 z\ (] Order by |ig viiascendng |  Reset | Submit
Display |25 v records per page @

[+]

1 record retumed. Click the hyperiink for detailed information.

| omeess® | wsr |
 d isolae] _allses | country | _species yearsource cpallpk nifS pep G rec ol uvik ST

138 V5461 Ba_type strain Switzeriand Bomrelia afzeli fick 35 23 2 22 20 21 2 2870

Obr. 10: Vysledky MLT analyzy.
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Jako vysledek této analyzy mlzeme konstatovat, ze nas izolat a) definitivné patii
k druhu B. afzelii b) americky izolat B. afzelii je geneticky unikatni, li$i se od evropskych

kmenti B. afzelii a pfi MLT analyze dava homologii jen s jedinym izolatem ze Svycarska.

5.4 Prikaz pritomnosti DNA borelii v mySich tkanich

Cista kultura americkych izolatd B. garinii a B. afzelii byla pouzita pro infikovéni
mysi. Po Sesti tydnech po inokulaci byla odebrand tkan zkontrolovéna na piitomnost DNK
borelie. PCR analyzy s pouzitim primera pro flagellin potvrdila pfitomnost specifického
PCR produktu (497 bp) vusni tkani experimentalné infikovanych mysi jak v piipadé
infikovani mysi B. afzelii tak i v ptipad¢ infikovani mysi B. garinii (Obr. 11 a 12).

B. afzelii - usi
1 2

Obr. 11: Vzorky 1 — 4 experimentalni mysi, ,,+ pozitivni kontrola, ,,-“ negativni kontrola,

K — kontrolni neinfikovana mys, M — 100 bp DNK marker.

B. garinii - usi

500 bp

Obr. 12: Vzorky 1 — 4 experimentalni mysi, ,,+*“pozitivni kontrola, ,,-“ negativni kontrola,
K — kontrolni neifikovana my$, M — 100 bp DNK maker.

Vsechny mysi se podafilo infikovat obéma kulturami - B. afzelii a u B. garinii. Na tyto
infekéni mysi se nasazely Cisté larvy klistat I. ricinus, které se po nakrmeni ponechaly

vylihnout do dalsiho vyvojového stadia — nymf.
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5.5 Priikaz trans — stadialniho pFenosu borelii z larev na nymfy

Na demonstracnich obrazcich 13 a 14 jsou uvedeny vysledky ptfitomnosti DNK B.
garinii a B. afzelii v nasatych larvach a dale ve vylihnutych nymfach klistat I. ricinus. Byla
pouzita citlivéj$i metoda ,,nested” PCR s primery pro flagellin (out a inn). VSechny larvy

klist'at I. ricinus byly infek¢ni a infekénost si ponechaly i do dal$iho vyvojového stadia —

nymfy.
497 bp 500 bp
497 bp

Obr. 13: G1, G2 — larvy infikované B. garinii reakce ,,spacer* a ,,nested”, Al, A2 — larvy
infikované B. afzelii reakce ,,spacer a ,,nested”, ,,+* pozitivni kontrola (DNA B. garinii a

B. afzelii), ,,-* negativni kontrola, M — 100 bp DNK maker.

Gl G2 Al A2

500 bp
497 bp «—

497 bp

Obr. 14: G1, G2 — nymfy infikované B. garinii reakce ,spacer a ,nested”, Al, A2 —
nymfy infikované B. afzelii reakce ,,spacer” a ,,nested”, ,,+* pozitivni kontrola (DNA B.

garinii a B. afzelii), ,,-“ negativni kontrola, M — 100 bp DNK maker.
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5.6 Prukaz pi‘enou borelii z nymf na naivni mysi

Vysledky testovani ptitomnosti DNK borelii v organech mysi (4 tydny po krmeni
infekénich nymf na naivnich mysich) jsou uvedeny v Tab. 17. Anylyza prob&hla pomoci
metody ,,nested” PCR s primery pro fla out a fla inn.

Tab. 17: Pfitomnost DNA B. garinii v organech u mysi 1-6.

B. garinii
Mys Ucho | Mocovy | Slezina | Srdce | Kloub
méchyr
1 - - + + +
2 - + + + +
3 - + + + +
4 - + + - -
5 - + + + +
6 - + + + +
Kontrolni + + + + +
Negativni - - - - -

Byl prokazan pienos borelie druhu B. garinii z nymf I. ricinus do vSech testovanych

naivnich mysi. Pro ovéfeni vysledkt probéhlo nasledné sekvenovani PCR produktii.

5.7 Fylogeneticka analyza B. garinii

Ze ziskanych sekvenci ,,housekeeping“ gentd byla provedena fylogeneticka analyza,
kde byl porovnavan americky izolat B. garinii, jiz charakterizovany v bakalafské praci,
s dalsimi sekvencemi 8 ,housekeeping“ gent pro B. garinii a B bavariensis. Pro tuto
analyzu bylo k dispizici 476 unikatnich setli sekvenci z riiznych geografickych oblasti,
které byly nalezeny v MLST databazi a po spojeni davaly celkou velikost 4785 nt.
Fylogeneticka analyza byla provedena pomoci programu RAXML. Na obrazku 15 a 16 je

znazornén vysledek fylogenetické analyzy pro B. garinii.
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RAxML analysis of

B.bavariensis+B.garinii
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Obr. 15: Fylogeneticky strom 8 ,housekeeping“ genu pro B. garinii a B. bavariensis.

V Cervené oramovaném obdelniku se nachazi americky izolat B. garinii.
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Obr. 16: Fylogeneticky strom 8 ,,housekeeping* gent pro B. garinii.
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Fylogeneticka analyza potvrdila, Ze americky izolat B. garinii izolovany z hlodavci
prokazatelné patii k druhu B. garinii a ktery je zaroven blizce piibuzny kmentm
z Japonska, Velké Britanie a Ciny.

Dale jsme provedly dalsi analyzu, kterd potvrdila pfibuznost a geografické rozsiteni
amerického izolatu B. garinii. Za pomoci programu BEAST (Bayesian Evolutionary
Analysis Sampling Trees) byla provedena analyza, 382 unikatnich seti sekvenci 8
,housekeeping” genii riznych kmend B. garinii rozsizenych po celém svété. Na obrazku

17 a 18 je znazornén vysledek BEAST analyzy pro B. garinii.
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BEIBEEEFISAI2E

BEAST analysis of B.garinii
(Bayesian Evolutionary Analysis
Sampling Trees)

382 unique sets of sequences
MLST protocol
4875 nt

Obr: 17: Zakladni fylogeneticky strom zhotoveny pomoci BEAST analyzy 8

,,housekeeping* genti z 382 unikatnich sad B. garinii sekvenci.
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Obr. 18: BEAST analyza 8 ,,housekeeping® gent pro B. garinii (zvétseni tiseku obr 17).
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Na obrazku 19 je znazornéna piedpokladana cesta rozsiteni a prenosu B. garinii po
celém svétd. Cervend vyznadena trasa, ukazeje na prenos amerického izolatu z Japonska do
USA. V tomto ptipadé se jednd o jediny mozny piesnos a to pomoci hlodavcu, ktefi se

nachézeli v dopravnivh lodich z Japonska do Amerikyv dobé mezi rokem 1750 a 1760.

Obr. 19: Geografické znazornéni cest pienosu B. garinii po celém svéte.

5.8 Fylogeneticka analyza pro B. afzelii

Déle byla také provedena fylogeneticka analyza 8 ,housekeeping gent
amerického izolatu B. afzelii, kterd potvrdila, ze americky izolat B. afzelii je ptibuzny

s dalsimi izolaty B. afzelii z Evropy (obr. 20).

50




334 17ITRU
SE_AUSAR0OR
! 382_2033K0OR
— 504 203GKOR
393 Z035KOR
] 26, 34, 169, 29, 163, 167, 332 186
"= 30, 31, 33, 175, 36, 37, 165, 154, 160, 161
= 32, 168 J8 ileanll
164 F1310CHMN

1O _Taa7 LS
3B0_18T1RUS
240 1812RUS

27
- SRB
2: 150FRA

SSULEE
“B1_1982FRA
e 229 i35IGv

e 15, 127, 272, 273, 362[220 531 350, 95, 135
s—emmll] 11, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260, 261...
~— &0 70,71, 68, 221

118, 238, 251, 132, 283, 281, 320, 374, 124, 143

e 71, 356, 248 740 128, 364, 7E, 372, 116, 120...
e 12, 270 771 717, 324, 375, 14, 42, 43, 44,
192EFRA,
@N'
: I
e 151, 162, 178, 157, 178, 343 338 172,173 330 _

= 155, 153, 342, 205, 158, 297, 187, 233, 344, 349
— 174 B3

Obr. 20: Fylogeneticky strom 8 ,,housekeeping genti pro B. afzelii.

Odpovidajici jednotlivé zemé viz. Tabulka €. 18.
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[EUSAT  2s0GEP 1031GBP | 1289MNG | 1502NOR 1592SVN 1643DEU 1823SRB
60SRB 260GBP | 1032GBP | 1290MNG | 1503NOR 1830DEU
61SRB 261GBP | 1033GBP | 1291RUS | 1504NOR 1594DEU 1831RUS
82SRB 262GBP | 1034GBP | 1292RUS | 1505NOR 1595DEU 1646DEU 1832RUS
84SRB | B820LVA | 1035GBP | 1293RUS | 1506NOR 1596DEU 1647DEU 1833RUS
89SRB | 32ILVA | 1036GBP | 1294RUS | 1507NOR 1597DEU 1648DEU 1834RUS
93SRB | 322LVA | 1037GBP | 1295RUS | 1508NOR 1598DEU 1649DEU 1835RUS
100SRB | 323LVA | 1038GBP | 1206RUS | 1514NOR 1599DEU 1650DEU 1836RUS
120SRB | 324LVA | 1039GBP | 1297RUS | 1515NOR | 1600UNKNOWN 1651DEU 1837RUS

- EERD 1040GBP 1298RUS | 1516NOR 1601DEU 1652DEU 1871RUS
139CHE | 326LVA | 1052GBP | 1299RUS | 1517NOR 1602DEU 1653DEU 1887CHE
140DEU | 327LVA | 1056GBP | 1300RUS | 1546SVN 1603DEU 1654DEU 1888AUT
141FRA | 328LVA | 1057GBP | 1308CHN | 1547SVN 1604DEU 1655DEU 1924FRA
142FRA | 329LvA | 10sscer  [SHOGHNEN 1548SVN 1605DEU 1656DEU 1925FRA
143FRA | 330LVA 1139ITA | 1315CHN | 1549SVN 1606DEU 1657DEU 1926FRA
144FRA | 331LVA 11401TA 1317JPN | 1550SVN 1607DEU 1658DEU 1927FRA
145FRA | 332LVA 11411TA 1330JPN | 1551SVN 1608DEU 1659DEU 1928FRA
146FRA | 333LVA 11421TA 1331PN | 1554SVN 1609DEU 1660DEU 1929FRA
147FRA | 334LVA 11431TA 1336JPN | 1555SVN 1610DEU 1661DEU 1930FRA
148FRA | 335LVA 1144ITA | 1342CHN | 1556SVN 1611DEU 1662DEU 1931FRA
149FRA | 336LVA 11451TA 1430RUS | 1557SVN 1612DEU 1663UNKNOWN | 1932FRA
150FRA | 337LVA | 1146AUT | 1432RUS | 1558SVN 1613DEU 1664DEU 1933FRA
151FRA | 338LVA 11471TA 1433RUS | 1559SVN 1614DEU 1665DEU 1934FRA
152FRA | 339LVA 11481TA 1435RUS | 1560SVN 1615DEU 1666DEU 1935FRA
220CHN | 340LVA 11491TA 1438RUS | 1561SVN 1616DEU 1667DEU 1936FRA
22ICHN | 478GBP | 1155AUT | 1439RUS | 1562SVN 1618DEU 1668DEU 1937FRA

483DEU | 1156AUT | 1441IRUS | 1563SVN 1619DEU 1669DEU 1938FRA

- 484DEU | 1158AUT | 1443RUS | 1564SVN 1620DEU 1670DEU 1939FRA
224CHN | 488GBP 11501 TA 1444RUS _ 1621DEU 1671DEU 1940FRA
225CHN | 489GBP 11601TA 1445RUS | 1566SVN 1622DEU 1672DEU 1941FRA
226CHN | 498GBP 11611TA 1447RUS | 1567SVN 1623DEU 1673DEU 1942FRA
227CHN | 502GBP | 1162AUT | 1474NOR | 1568SVN 1624DEU 1718RUS 1944CHE
228CHN | 506DEU | 1163AUT | 1475NOR | 1569SVN 1625DEU 1734RUS 1945FRA
229CHN | 507GBP 1165ITA | 1476NOR | 1570SVN 1626DEU 1737RUS 1946FRA
230CHN | 512GBP 11661TA | 1482NOR | 1571SVN 1627DEU 1751RUS 1947FRA
23ICHN | 520GBP 1167ITA | 1483NOR | 1572SVN 1628DEU 1763RUS 1948FRA
232CHN | 521GBP | 1168AUT | 1484NOR | 1573SVN 1629DEU 1764RUS 1961FIN
233CHN | 527GBP | 1169AUT | 1485NOR | 1574SVN 1630AUT 1768RUS 2024FRA

WSS c2s0cu | 1170AUT | 1486NOR | 1575SWN 1631DEU 1773RUS 2025FRA
2455RB | 529DEU 171LTA | 1489NOR | 1576SVN 1632DEU 1774RUS 2026FRA
248SRB | 530DEU 1173ITA | 1490NOR | 1577SVN 1633DEU 1775RUS 2032KOR
250GBP | 531DEU 1174ITA | 1493NOR | 1578SVN 1634POL 1776RUS 2033KOR
251GBP | 532DEU | 1175AUT | 1494NOR | 1579SVN 1635DEU 1777RUS 2035KOR
252GBP | 533DEU 11761TA | 1495NOR | 1580SVN 1636DEU 1778RUS 2036KOR
253GBP | 534DEU | 1177AUT | 1496NOR | 1581SVN 1637RUS 1779RUS
254GBP | 535DEU | 1178AUT | 1497RUS | 1587SVN 1638DEU 1780RUS
255GBP | 536DEU | 1179AUT | 1498NOR | 1588SVN 1639RUS 1811RUS
256GBP | 1026GBP | 1249SRB | 1499NOR | 1589SVN 1640DEU 1812RUS
257GBP | 1027GBP | 1251SRB | 1500NOR | 1590SVN 1641DEU 1813RUS
258GBP | 1028GBP | 1288MNG | 150INOR | 1591SVN 1642RUS 1814RUS

Tab. 18: Seznam vzork a jejich zemi piivodu pouzitych pro fylogenetickou analyzu.
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Multilokusova analyza 8 ,,housekeeping® gent amerického izolatu B. garinii pomoci
databdze MLST odhalila 100% shodu s jednim izolatem z MLST databaze v genu pyrG.
Za pomoci RAXML analyzy byla vytvofena analyza, 377 unikétnich setli sekvenci genu
pyrG z komplexu B. burgdoreri s.I. Na obrazku 21 je zobrazen fylogenetycky strom genu
pyrG amerického izolatu B. garinii.
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RAXML analysis of pyrG genes
. from B. burgdorferi sensu lato
¢ s 377 unique sequences
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Obr. 21: Fylogenetycky strom pro gen pyrG amerického izolatu B. garinii.
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6. Diskuze

V USA jsou staty stfedniho zapadu, severovychodu a severni Kalifornie tradi¢né
uznavany jako tfi hlavni oblasti endemické pro LB. Jihovychod Spojenych stati se vzdy
povzoval za region, kde se LB nevyskytuje. Navzdory tomu pied par lety béhem analyzy
vzorktll z hlodavcl obyvajicich pobiezni oblasti jihovychodu USA bylo zjisténo, ze az 69%
hlodavci bylo ptirozené infikovano B. burgdorferi s.l., coz naznacuje, Ze pobiezni staty na
jihovychodé USA mohou také byt povaZované za endemické a predstavovat riziko

nakazou LB pro obyvatelstvo (Oliver et al., 2000).

V souladu s dogmatem amerického CDC (Center for Disease Control and
Prevention), B. burgdorferi s.s. byla a je za jediného uznavaného puvodce LB v
epidemickych oblastech Spojenych statd, povazovan druh Borrelia burgdorferi s.s.
Ptirozené, pokud dalsi druhy borelii nejsou hledany a testovany ve Spojenych statech, pak
jejich prevalence zistava neznama. OvSem b&hem poslednich deseti let dalsi druhy borelie,
které jsou odlisné od tradi¢né uznavanych v USA (napf. B. americana, B. andersonii, B.
bissettii, B. carolinensis), byly nalezené a popsané spole¢né s diive nepopsanymi druhy na
jihovychodé Spojenych statii (Georgia, Florida a Jizni Karolina) (Oliver, 1996). Tim
padem dochdzi v soucasné dobé k rozsifovani nejen dfive uznavanych oblasti s vyskytem
spirochét LB na uzemi Spojenych statl, ale také k rozSifovani existujiciho spektra druhti

borelii, které zde mohou byt nalezeny.

Pfitomnost, pro Severni Ameriku, netradi¢nich druhi borelii V jiznich statech USA,
byla jiz dfive diskutovana (Oliver et al., 2003), aje ziejmé, Ze rozmanitost druhu spirochét
je zde vétsi nez v severnich oblastech. Jak uz bylo feceno, nedavné vysledky zaloZzené na
analyze izolati borelii ziskanych z klistat, ptakii a hlodavct z jihovychodu Spojenych
statli, potvrdily pfitomnost ,,evropskych® druhd borelii, B. garinii a B. afzelii v mistnich

izolatech.

Vyse predstavena prace je logickym pokraCovanim bakalafského projektu,
zabyvajiciho se pfipravou monoklonalnich populaci B. garinii z ko-infek¢énich
severoamerickych izolatl s cilem prokazani pfitomnosti tohoto druhu borelie bézné se
vyskytujicich v Evropé€, na teritorii Spojenych Stati. V bakalafském projektu se nam
podatilo ziskat ¢istou kulturu B. garinii z amerického izolatu a tim prokazat piitomnost

,evropského® druhu borelie na severoamerickém kontinentu (konkrétné v Jizni Karoling).
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Spekulovali jsme, ze B. garinii mohla byt zanesena na pevninu st¢hovavymi ptaky, a to
bud’ ptimo z evropského kontinentu, nebo z moiskych ptaki hnizdicich na pobiezi

Atlantiku.

Jak uZ bylo feceno diive, béhem poslednich deseti let byly zvefejnény Cetné studie
o nalezech B. garinii u motskych ptaki a s nimi asociovanych klistatech I. uriae, v
subarktické Eurasii (Comstedt et al., 2009), Arktidé (Larsoo, 2007) u pobiezi Labradoru
(Muzaffar et al., 2009), na Gullskych ostrovech Newfoundlandu (Baggs, 2011), stejné tak
jako na pobiezi Atlantiku u Severni Ameriky (Smith et al., 2006; Bunikis et al., 1996).
Moiské klisté I. uriae ma nejrozsahlejsi geografické rozsiteni ze vSech druht klist'at véetné
afro-tropickych, australasijskych, nearktickych, neotropickych a paleoarktickych
zoogeografickych oblasti véetné nékolika ostrovnich lokalit v oceanech severniho a jizniho
Tichého oceanu. Navic tento druh klistat parazituje Sirokou skalu motskych ptaki a Zije ve
spojeni s hostitelskymi hnizdy, proto je hostitelem nékolika virovych ¢i bakteridlnich
Cinitelt (Munoz-Lea et al., 2015).

Nicméné, analyzovany americky izolat B. garinii je ptivodem z Jihovychodniho
pobiezi Spojenych stati americkych, kde klisté 1. uriae nebylo dosud lokalizovano (viz
obr. 22).
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Obr. 22. Geografické rozlozeni klistéte I. uriae v Severni Americe (Munoz-Lea et al.,
2015).
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Takze se predpoklada, ze B. garinii nemohla byt zanesena na toto pobftezi I. uriae
moiskymi ptaky, jak jsme se domnivali dfive. Nicméng, infikované ptaky samotné bychom
neméli vyloucit jako zdroj nakazy. Jak jsme zjistili, americky izolat B. garinii je spiSe bliz
k japonskym izolatim B. garinii nezli k evropskym. Detailni fylogeneticka analyza, kterou
jsme provedly v této praci, ukazuje, Ze americky izolat B. garinii patii ke skupiné B.
garinii, ktera je spojena s hlodavci. BEAST analyza 8 housekeeping gent dale potvrdila
ptibuznost analyzovaného izolatu B. garinii s japonskymi izolaty, spojenymi s hlodavci
jako hostitele a ne ptaky, tradi¢n€¢ uznavané rezervoary tohoto druhu spirochét. Takze v
tomto pripadé se mohlo jednat o jediny mozny trans-ocednsky pienos a to pomoci
hlodavct, ktefi se nachazeli v dopravnich lodich plujicich z Japonska do Ameriky spolecné

s lidmi pfi jejich cestach pied par stoletimi.
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V této praci jsme se zabyvali zkoumanim patogenniho potencialu zjisténého kmenu
na modelu laboratornich mysi. Samoziejmé je jesté brzy na diskuze o dilezitosti téchto
zjisténi z hlediska vlivu na vefejné zdravi, ale nami prokazana schopnost americkeho klonu
B. garinii nakazit laboratorni mysi a taktéz prikaz trans-stadidlniho pfenosu spirochét
z larev do nymf a schopnost nakazit ¢isté mysi by mohly byt prvnim krokem v prokazani

patogenniho potencialu amerického izolatu B. garinii pro ¢lovéka.

Podatilo se nam prokazat, ze americky izolat B. garinii po nakaze nymf I. ricinus a
pfenosu na naivni mysi se mohl rozsifit do riznych mysich organi. Toto zjisténi
osvéd¢uje patogenni potencial tohoto izolatu. Prokazana schopnost amerického B. garinii
Sifit se do hostitelskych tkani hostitelil stejnym zplisobem jako kontrolni invazivni kmen B.
burgdorferi s.s. (B31), o némz je znamo, Ze je odpovédny za zavazné onemocnéni u lidi na
celém svété, zvysSuje riziko mozného onemocnéni lidi v jihovychodni USA, v regionu, kde

jsou studované kmeny rozsireny.

Dale jsme se zabyvali izolaci a charakterizaci dal$iho ,,evropského* druhu borelie
nalezené¢ho ve stejné lokalité jihovychodnich Spojenych statd, B. afzelii. Podafilo se nam
rozd¢lit pivodni izolat — smésici (ko — infence) téi druhd borelii, a to Borrelia burgdorferi
sensu stricto (dobfe znamého druhu ve Spojenych statech) a ,,evropské™ B. afzelii a B.

garinii.

Dr. Lubbe a spol. pted ¢asem uvetejnil zpravu o izolaci kmene B. afzelii ze vzorku
32 letého pacienta z Kalifornie (USA), ktery vykazoval ptiznaky acrodermatitis chronica
atrophicans. Tyto piiznaky jsou béZné u pacientt s chronickou boreliézou v Evropé, ale
jsou velice zvlastni u pacientll v Severni Americe. Serologické vySetfeni potvrdilo infekci
B. burgdorferi s.I. Dalsi analyzy prokazaly ptitomnost B. afzelii v kloubnim fibroidu
(Lubbe et al., 1995). Bylo to prvni potvrzeni pfitomnosti B. afzelii u amerického pacienta.
Pti¢emz pacient nikdy nehlasil, ze cestoval do Evropy, ale také nikdy nem¢l piisaté kliste,
coz znemoznilo pfesné¢ urCeni mista nakazy. Jelikoz byl ale pacient HIV-pozitivni a
pfiznaval homosexualni styky s né€kolika partnery, je zde moznost pfedani téchto spirochét

touto cestou.

Nicméng, pozdéji, v roce 2013, skupina Evy Sapi z Univerzity v New Haven (USA)
opublikovala vysledky fylogenetické analyzy genu kodujiciho CTP synthase (600 bp) z 51
izolatl borelie z krve americkych pacienti. Spolu s velkym mnozstvim B. burgdorferi s.s.

DNK B. garinii, B. afzelii a B. kurtenbachii byly také zjisténé (B. garinii + (N=5); B.
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afzelii + (N+1); B. kurtenbachii + (N=3), z ¢ehoz mizeme vyvodit vysledek, Zze oba ,,Cisté
evropské® druhy borelie jiz mohly byt usazené na americkem kontinentu, coz potvrzuji i

nase vysledky. (Sapi et al., 2013).

Uz dfive bylo prokéazano, ze B. afzelii puvodné asociovana jen s hlodavci, mize byt
také pienasena i ptaky (Sparagano et al., 2015, Geller et al., 2013, Kjelland et al., 2010,
Lommano et al., 2014). Kromé toho, v posledni dob¢ se stale Castéji objevuji zpravy o
vyskytu v oblastech hnizdéni motskych ptakt riznych teplokrevnych obratlovet, kteti
muzou plsobit jako celorocni rezervoary pro borelie v oblastech hnizdéni motskych ptak.
Naptiklad, na ostrovech Newfoundland a Labrador byl nedavno potvrzen vyskyt velkého
poctu kiecka dlouhoocasého (P. maniculatus) a dalSich malych savcu, kteti by mohli byt
moznymi hostitelskymi rezervoary jak pro B. garinii, tak i B. afzelii (Baggs et al., 2011).
To znamend, Ze spirochéty borelii, které byly zjisténé u motskych ptakd hnizdicich v
blizkosti nebo pfimo na pobfezi Severni Ameriky, mohou byt zanesené na pevninu
infikovanymi stéhovavymi ptaky, nebo infikovanymi hlodavci. Eventualn€¢, mohla B.
afzelii prist¢hovat do Spojenych stati stejnym zpisobem, jako B. garinii, a to s lidmi. Dalsi
detailni analyza amerického izolatu B. afzelii je zapotiebi ke zjisténi jeho ptivodu a ,,cesty*

do Ameriky.

Oba americké izolaty ,,evropskych® druhi borelie byly ziskané z hlodavct volné
hostitele a jsou udrzované v piirod€. Jak bylo zminé€no v Gvodu prace, k vytvoreni a
udrzeni kliStaty pfendSené¢ho patogenniho cyklu jsou nezbytné tii faktory: patogen
samotny, vektor a hostitel. Obvykle maji tyto tif1 slozky pomérné slozity vztah véetné
faktord, jako je vektorova kompetence pro dany patogen. Kompetence pienasece
amerického klistéte 1. scapularis pro B. garinii v hlodavcich jiz byla potvrzena (Dolan et
al., 1998). Co se tyc¢e B. afzelii, nikdy nebylo jednozna¢né prokazano, ze americké klist'ata
I. scapularis nebo I. pacificus nemohou zachovavat a predavat B. afzelii. Takze pokud se
nikdy neprokazalo, Ze klist'ata, kterd se bézn¢ vyskytuji ve Spojenych statech, nemohou
zachovavat a predavat B. afzelii, pak stale tato moznost existuje a pfirozené, pokud nejsou
tyto druhy Borrelia hledany nebo testovany v USA, pak by jejich prevalence zistala

neznama.

Uz dtive bylo naznaceno, ze zatazeni B. garinii a B. afzelii do cyklu zahrnujiciho

klistata I. scapularis a jejich potencialni udrzeni v tomto cyklu, bude zaviset na genetické
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populaci a rozmanitosti kment téchto ,,evropskych® druht borelii (Smith et al., 2006). V
tomto ohledu ma objeveni B. garinii a B. afzelii v izolatech z hlodavcu z Jizni Karoliny
velky vyznam. Zda se, ze uvedeni B. garinii a B. afzelii do populace americkych savct a
ptakd uz muze byt v soucasnosti probihajicim procesem, a to v disledku klimatickych

zmén a jinych pfirodnich a globaliza¢nich faktort.

Na laboratornich modelech mysi jsme prokazali, ze oba americké izolaty
,evropskych® druhti B. garinii a B. afzelii byly schopné nakazit mySi a larvalni stadia
nasatych klistat si ponechaly infekci do dalSiho vyvojového stadia nymf. Nami ziskané
dukazy o existenci a cirkulaci B. garinii a B. afzelii na severoamerickém kontinentu maji
velky vyznam nejen pro pochopeni sloZzité ekologie borelii na jihovychodé Spojenych
statd, ale také pro ptehodnoceni stdvajictho dogmatu o pfesném rozdéleni kmeni LB
borelii na americké a Cisté evropské. Bylo jen otazkou ¢asu, nez néktery z ,,evropskych*
kment borelie se objevi ve Spojenych statech a vzhledem k této situaci nalezeni ko —
infekce v izolatech borelii s ,,evropskymi‘ druhy na jihovychodé¢ stata je pouze logickym

pokraovanim v rozvijejicim se trendu.

Samoziejmé je jesté stale brzy na diskuze o dlleZitosti téchto zjisténi z hlediska
vlivu na vetejné zdravi. To bude zaviset na patogennim potencidlu zjisSténych kmeni pro
cloveka. Tento patogenni potencidl musi byt predmétem dalsSich vyzkumi, jelikoz popsané
druhy se vyskytuji v prostiedi, kde jsou lidé vystaveni riziku infekce. Pokud se prokaze, ze
popsané americké izolaty madji patogenni potencidl pro Clovéka, mohlo by to vést k

potvrzeni existenci v Severni Americe LB s vyznamn¢ odliSnymi pfiznaky.
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7. ZAVER

>

Pomoci metody kultivace borelie na pevné ptidé se ndm podaftilo Gspésné separovat

dva ,,evropské druhy borelie z ko — infek¢niho izolatu, a to B. garinii. a B. afzelii.

Poprvé se nam podatilo ziskat monoklonalni kulturu B. afzelii z amerického izolatu
a tim prokazat ptitomnost tohoto druhu borelie na jihovychodé Spojenych stati
Americkych (konkrétné v Jizni Karoling).

Pomoci multilokusové typizace vybranych usekti genomu amerického izolatu B.
afzelit SCCH — 7/22 se nam podafilo Gspé$n¢ prokazat, ze charakterizovany

americky izolat definitivné patii k druhu B. afzelii.

B. afzelii mohla byt zanesena na pevninu stéhovavymi ptaky z evropského

kontinentu, nebo mohla byt zanesena spole¢né s hlodavci.

Bezpochybna piitomnost B. afzelii v jihovychodnich Spojenych statech
Americkych mtze mit velky dopad na vefejné zdravi lidské populace v regionech,

kde je tenhle druh rozsiten.

Dale se nam povedlo prokazat, Ze infikované larvy klist’at, a to kompetentniho pro
B. burgdorferi s.I. vektoru I. ricinus pienaseji infekci B. garinii a B. afzelii do
dalsiho vyvojového stadia (nymfy), které pak jsou schopné infikovat laboratorni
mysi. Schopnost obou druhti spirochét proniknout do vnitinich organt hotitele a
vyvolat systémovou infekci potvrzuje infekéni potencial americkych klont B.

afzelii a B. garinii.

Fylogeneticka analyza potvrdila pfibuznot amerického izolatu B. garinii
pochazejiciho z hlodavces izolaty z Japonska a Ciny a potvrdila, e zemi ptivodu

tohoto klonu je Japonsko.

Fylogeneticka analyzy potvrdila pfibuznost amerického izolatu B. afzelii s jinymi

izolaty B. afzelii z Evropy.
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9. POUZITE ZKRATKY

LB — lymeské borelidza

bp — baze

BSK — Barbour — Starry — Kelly medium

MKP — Modified Kelly-pettenkofer medium

B. burgdorferi s.l. — Borrelia burgdorferi sensu lato
B. burgdorferi s.s. — Borrelia burgdorferi sensu stricto
0SpA, ospC, — vnéjsi povrchové proteiny A, C,

EM — erythema migrans

ACA - acrodermatitis chronica atrophicans

DNK — deoxyribonukleova kyselina

gDNK — genomova DNA

. ricinus — Ixodes ricinus

I. scapularis — Ixodes scapularis

I. persucatus - Ixodes persulcatus

. uriae — Ixodes uriae

TBE - Tick — Borne Encepahlitis/ klistova encefalitida
CDC - Centers for Disease Control and Prevention
WHO - World Health Oragnization

RFLP - Restriction fragment length polymorphism
USA - United States of America

MLST- Multilokusova sekvenacni typizace

PCR - Polymerase Chain Reaction
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TAE — Tris — acetate - EDTA
BSA — bovin serum albumin

TBS - Tris-Buffered Saline
AA — akrylamid

APS — amoniumpersulfat

TEMED - tetramethyletenyl — enediamine
ml — mililitr

ul — mikrolitr

HCI — kyselina chlorovodikova

NaOH - chlorid sodny

1gG — imuniglobin G
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https://www.protocolsonline.com/recipes/buffers/tris-buffered-saline-tbs/

10.PRILOHY
P¥ilohy ¢&. 1

Nukleové sekvence izolatu SCCH -7/22:

1. Castecna sekvence genu pro 0SpA

AAGAGCTTAAAGGAACTTCTGATAAAGACAATGGTTCTGGAGTGCTTGAAGGT
ACAAAAGATGACAAAAGTAAAGCAAAATTAACAATTGCTGACGATCTAAGTA
AAACCACATTCGAACTTTTCAAAGAAGATGGCAAAACATTAGTGTCAAGAAAA
GTAAGTTCTAAAGACAAAACATCAACAGATGAAATGTTCAATGAAAAAGGTG
AATTGTCTGCAAAAACCATGACAAGAGAAAATGGAACCAAACTTGAATATAC
AGAAATGAAAAGCGATGGAACCGGAAAAGCTAAAGAAGTTTTAAAAAACTTT
ACTCTTGAAGGAAAAGT — 331 pb

2. Casteéna sekvence genu pro p66

CTTGATCAAAACGAAGATACTCAATCTGTAATTGCAGAAACACCTTTTGAATT
AAACTTTGGCTTATCAGGAGCTTATGGAAATGAAACATTCAATAATTCATCAA
TAACATACTCTTTAAAAGATAAATCCCTAATTGGTAACGATTTATTAAGCCCAA
CTTTATCAAATTCTGCAATTTTGGCATCTTTTGGAGCTCAATATAAGCTTGGAT
TAACAAAAATCAATAATAAAAATACCTATCTTATTTTACAAATGGGTACTGATT
TTGGAATAGATCCTTTTGCAAGCGATTTTTCTGTATTTGGACACATCTCAAAAG
CAGCAAATTTGAAAAAAGGAATATCCTTAGATCCTAGTAAAAAAGCCGAGGAT
ATATTTGATCCAAATGGCAATGCCCTTAATTTCAATAAAAATACAGAACTAGG
CA-430bp

3. Casteéna sekvence gen pro flagellin

ACTCAGACAGAGGTTCTATACAGATTGAAATAGAGCAACTTACAGACGAAATT
AATAGAATTGCTGATCAGGCTCAATATAACCAAATGCACATGTTGTCAAACAA
ATCTGCTTCCCAAAATGTAAAAACAGCTGAAGAGCTTGGAATGCAGCCTGCAA
AAATTAACACACCAACATCACTTTCAGGGTCTCAGGCTTCTTGGACTTTAAGAG
TTCATGTGGGAGCAAATCAAGATGAAGCAATTGCTGTAAATATTTATTCAGCT
AATGTTGCAAATCTTTTTGCTGGTGAGGGAGCTCAAGCTGCTCAGGCTGCACCT
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GTTCAAGAGGGTGCTCAAGAAGAAGGAGCTCAGCAACCAACACCTGCTACAG
CACCTACTCAAGGTGGAGTTAATTCTCCTGTTAATGT — 409 bp

4. Casteéna sekvence genu pro 16S-23S

TGAAGGTGCTGTAGCAGGTGCTGGCTGTTGAGCTCCTTCCTGTTGAACACCCTC
TTGAACCGGTGCAGCCTGAGCAGTTTGAGCTCCCTCACCAGAGAAAAGATTTG
CAACATTAGCTGCATAAATATTTACAGCAATAGCTTCATCTTGGTTTGCTCCAA
CATGAACTCTTAAAGTCCAAGACGCTTGAGACCCTGAAAGTGATGCTGGTGTG
TTAATTTTTGCAGGCTGCATTCCAAGCTCTTCAGCTGTTCTTACATTTTGAGAA
GCAGATTTGTTTGATAACATGTGCATTTGGTTATATTGGGCTTGATCAGCAATT
CTATTAATTTCGTCTGTAAGTTGCTCTATTTCAATTTGTATAGAACCTCTGTCTG
CATCTGAATATGT-390 bp

5. Césteéna sekvence genu pro clpA

GATTTCTTCCAGACAAAGCTTTTGATATTTTAGATGAACTGGGTTCTAAGTTTA
AGCTTGAAAACATAAAAAGGATCATAACAAAAGATGATGTTTGTGATCTGATT
AAGTCTATTGTTGGCTCTAATATTTTTAATTTTGAAGAGTATAATAGCGAATTG
TTAATTAATTTGGAAAATAGAATAAAAAAAGAATTCATTATACATGATAGTTT
AGTATTTGATTTGATATTAAATATAAAATTATTAAAATTCAATTTACTTGCCAA
TAGAAGTACTATTGGCATATTTGCTTTTATTGGTGCTTCTGGAGCGGAAAAATG
CAAATTGACGGATATTTTATCAGAAGAGTTTAAAATTCCGAAATTTAATCTTAA
TATGGGCGAGTATAGTGATTTTACTTCTCTTGATAGATTGATTGGCCCTGTTTT
AAGTAATGATGGGTATTATGAATCTACTAGATTTTTCAAATTTTTAAACAAATC
TTCTAATTCTATTATTTTCCTATCAGATTTTGATAAATGTAATAAAAGGGTTTTA
GATTTTTTTTTAGAGGGGTTTAGAACTGGCAAGCTTTTTGATGGTCTTGGGAAA
AAGGTGAGCTTGTCAGAAAGTTTAATAGTAATAAGTGTCAATGCTGAGAGTAA
TGAGCTTAATAGTATTGGCTTTAAAAATAAAATGGCAGGGGAAAATGATTTTG
ATCTTATCTTAGAGAAGAGATTCCCCAATGAATTTTTAGAGTTAATAGATTATG
TGTTTGTATTTAAATCTATTGATGAGTTAGATTTTGAAAAAATCATTTTTAATG
AGCTTAATCGTTTTGCTAGAATGTTAAGAGATAGAAAATTTGATGTTTTTITTTG
AAAAAAGTGTTGTTGATTATATTCGGGAAAAGATTTCTGGAAAAGGTTATGGA
TTAAAAAGTGTTAAAAAG —-923 bp
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6. Céstena sekvence genu pro clpX

CTGCAGAGATGAATGTGCCATTTGCAATAGCAGATGCTACAACTTTGACAGAA
GCTGGATATGTTGGTGAGGATGTAGAAAATATTTTACTTAAATTGATACATGCT
GCTCATGGGGATGTTAGTCTAGCTGAGAAAGGGATTATTTATATAGATGAAAT
AGATAAAATTGCTAAAAAAAATGAAAACGTTTCAATAACAAGAGATGTGTCTG
GAGAAGGGGTTCAACAAGCTTTGTTAAAGATAATCGAGGGTACTATTGCTAAT
GTTCCCCCAAGAGGTGGTAGGAAACATCCTTATGAGGATACTATTGAAATTAA
TACTCAAAATATACTCTTTATATGTGGTGGTGCTTTTGTTGGGCTTGAAAATAT
TGTTAAGAATCGAATAAATAAAAGTTCTATTGGGTTTTCAGCAATTGAAAAAA
AGAATATAAGAGATGACACTTCATTAAAGTATTTGGAAATGGAAGATTTGATT
AAATTTGGTTTAATACCAGAGTTTGTTGGTAGACTTCCTGTGCATTCGTATCTT
GAAAAGCTAAGTAAAGAAGATTTGATTAAAATATTAGTTGATCCTCAAAATTC
TATTGTTAAGCAGTATTATCATATGTTTAAAATGGACAATGTTGAATTAGTCTT
TGAAAAAGATGCTTTAGAATCAATTGTAGATGAGGCTATTTTAAAAAATACTG
GAGCAAGAGGCCTTAGATCTATTTTAGAGGGTCTTCTTAAAGATGTTATGTTTG
AGGTTCCTTCGATTAGTAAGACTAAGAAGGTTATTGTTACAAAAGAATCTGTTT
TGAATGCAGATATTAACCCATTAATTTTGGTGGGGAATGC — 841 bp

7. Caste¢na sekvence genu pro nifS
CACAAATAAAAAGCAATACTGAAAAGGTCAAGTTTTTAAGACAAGATTTTCCT
ATTTTAAATAAACAGTTTGACAATAAGCATATAATTTATTTTGACAATGCAGCA
ACATCTCAAAAACCCAAAAAAGTAATTTATTCAAGCATTGAATATTATGAAAA
TTATAACGCAAATGTACACAGAAGCGGTCACAAATTTGCAATTCAATCTAGCA
TAAAAATAGAAAAAACAAGAGAACTTGTGAAAAATTTCATTAATGCAGAATCT
GCAAAAAATATAATATTTACCTCTGGAACTACAGATGGAATTAATTCTGTTGC
AAACTCATTTTTTTACTCAAAATACTTTAAAAAAAAAGATGAAATTATTCTTAC
AACTCTCGAACATAATAGTAATTTGCTCCCGTGGGCAAATCTTGCAAATTTAGC
TAATCTAACAATTAAATTTGCTAAATTTAATGAAATGGGAATTATTACTCCTGA
AGAAATTGAAAAACTTATTACAGAAAAAACAAAGCTCATCAGTATTTCAGGAA
TAAATAATACCTTGGGAACCATTAATGATCTAGAATCTATTGGAAAAATCGCA
AAAAAATACAATATAAGTCTTTTTGTAGATGCTGCGCAAATGGCACCTCATAT
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GAAAATAGATGTTAAAAAAATTGGCTGTGACTTCTTGGTATTTTCTGGACATAA
AATG - 698 bp

8. Casteéna sekvence genu pro pepX

ACATTAATTCAAAATTAATCAATATTGAAAACATAGGAATTATTCCAAACCTT
GCAATCCATTTAAACCGACAAATTAACGAAGGATTTGGATATAATACTCATGA
CAATTTAACAGTAATCAACAGCACTAAAAAAACAATAAAAGAAAATATCTTAG
AACAACTTGGAATAAAATATGAAAATTTTCTATCTTGTGATTTAATATTCACAG
AATCACAACTCTCAAAAATAATAGGAACTGAAGGAGAATTTTTAGCTTCTAAA
AATCTTGATAATAAATCGGGATGCCATGCAATCATGAACTCTTATGTTCATACA
AGTAATAATAAAAATAAAATAGCTGTATTTTTTGATAATGAAGAAGTAGGATC
TTTAACATCAAGGGGCGCTGATTCCAATTTTTTATCAGAAGTTTTAGAAAGAAT
CGATCTTGCCCTTAACTTAACCAGAGAAGAGCATTTAATAAAAACAAACAAAT
CATTTAATATATCGATTGACAGCGTTCACGGAATTCATCCAGGATATGCATTCA
AACATGATCCAAACTATCAAGCGACTCTAAGTAAAGGTGTAGTTGTAAAAAAT
AGCGCCAATTTTAGATATGCAACAACTTCAACGGGATTTGCAAAATTAAAAAA
CTTAGCTATTGAAAATAATATTAAAATTCAAGAAATAATAATGAAAGCAAATG
TTCCTTCAGGCACAACAATTGGTCC - 698 bp

9. Castedna sekvence genu pro pyrG

ATGGAAAATATTTTATTTATTGAGACAGTAAGGCAAATAAGACATGAGGTTGG
AAGTGGTAATATTGCTTTTATTCATTTAACCTATGTACCAAGTCCAGTTGGAAT
TAATGAGCAAAAATCTAAACCCACTCAACAAAGTGTTAAAACTTTAAATAAAG
CAGGTATTTTCCCTGATTTGATTACTGCTAGAAGTTCTCAAGTACTGACAGATC
AAATCAGAAAAAAAGTGGCAATGTTTTGCAATGTTGAGAGCACTTCTATTATT
GACAATGTTGATGTTTCTACTATTTATGAAATTCCCATATCTTTTTACAGACAA
GGTGTGCATGAGATTTTAAGCTCTAAGTTAAATATTAAGGTTGATCCAAAAAT
AGAAGAGCTTTCAAAGCTTGTAGGGATTATAAAATCTAATTTTTTTGCGCCTAA
AAAAATTATTAATATTGCTATTTGTGGTAAGTATGCTGAACTTGATGATTCTTA
TGCGTCAATTAGAGAGTCTTTGGTTCATGTTGCAGCTAATTTGGATTTGCTTAT
TAAAAGCACTATCATTGATTCTAATGATTTAAATGAAAGCTGTTTGAAGGATTT
TGACGGCATTATTGTTCCCGGCGGCTTTGGAGGTAAAGGATATGAGGGCAAGA
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TTATTGCTATTAAATATGCTCGCGAGAATAATATTCCCTTTCTTGGA — 690 bp

10. Casteéna sekvence genu pro recG

CTTGTTTGCCTTGCTTTCGGGGATTCCTTTAATTGAAGCTGGATATCAGGTAGC
ATTTATGGCTCCTACTGATCTTTTGGCTCGTCAACATTATGATAATTTATCCAAC
ATATTGTCCTCTTTTAACATTTCAGTGACTCTTTTGACTGGTAGTTTGAAAAAG
AGGGATAAGGAGCAAGCGTTAGAAAGTATTAAAAGCGGAGCTTCTGGTTTATA
GTTGGAACACATGCTATTTTTTATGAAAGCACAGAATTTAAAAGATTAGCATA
TGTTATTATTGACGAGCAGCATAAATTTGGAGTTGTTCAAAGGGAAGAGCTTA
AAAACAAAGGAGAAGGGGTAGATATGCTTTTAATGTCTGCAACACCTATTCCT
AGAAGCTTTGCGTTAACTCTTTTTGGGGATCTTGAAATTTCATTTATTAAGACC
TTACCTAAGGGGCGTTTACCTATTACTACTTATTTAGCAAAGCATGGCAATGAA
GATAAAGTTTATGAGTTTTTAAGAAAAGAACTTGCAAAGGGTCATCAGGTTTA
TTTTGTTTATCCATTAATTTCATCTTCGGAAAAATTTGAATTAAAAGACGTTAA
TAATATGTGTTTAAAATTAAAAGAAGTGTTTGGCGAATATGTTGTTGACATGCT
TCATTCTAAGTTGCCATCTGATTTGAAAGAAGAAATTATGAAAAATTTTTATTC
TAAAAAAGTAGATATTTTGGTGGCTACTAGTGTTATTGAGGTTGGAATTGATGT
CCAAATGCAA — 762 bp

11. Caste¢na sekvence genu pro rplB

GGGGTATTAAGACTTATAAGCCAAAAACTTCTTCTTTGCGCTATAAGACGACTT
TATCTTTTGATGATTTGAGCAAAGGTAATGATCCTTTGAAATCTTTAACAAAAG
GTAAAAAATTTAAATCGGGCAGAGATTCTTCTGGTAGGATTAGTATTAGAAGA
AGAGGTGGTGGGCATAAGAGAAAGTATAGGTTGATTGATTTTAATCGAAGAGA
TAAATTTAGCATTCCCGCTCGAGTTGCTTCTATTGAATATGATCCTAATAGAAG
TGCTAATATAGCTTTGCTTGTTTATAAAGATGGAGAAAAAAGGTATATTATTTC
TCCTAAAGACATTAAAGTTGGAGATGTTTTGGAAAGTGGTCCAAATGCCCCAA
TTAAAATTGGTAATGCCTTGCCCCTTGAAAACATTCCTATTGGAAGAACTGTTC
ACAATATCGAACTTAATGTAGGAAAGGGTGGGCAGCTTGTAAGAAGTGCTGGG
GGGTATGCTATGATACTTGCTTCTGATGGGAATTATGTTACTGTAAAATTGTCA
TCTGGTGAGGTGAGGTTAATTTTCAAAAAATGCATTGCAACAATTGGTGAAAT

77



TGGAAATGAAGATTATGTCAATGTTTCTATAGGAAAAGCTGGTAAAAGTAGGT
GGCTTGGTAGAAGACCTAAGGTTAGAGGTGTTGCCATGAATCCTGTTGACCAT
CCGCATGGTGGTGGTGAA — 713 bp

12. Caste¢na sekvence genu pro UVIA

TTGATGTTGGTCTTTCTTATCTGTATTTAAATAGAATATCAGGTAGTTTATCCGG
GGGTGAGGCTCAGCGTATTAGGCTTGCTACTCAAATAGGGTCAGCACTTTCGG
GTGTTATTTATGTTCTTGATGAGCCAAGCATTGGCCTTCATCAAAGAGATAATG
AAAAATTAATCTCTACTCTTGTTAATCTTAAAAATCTTGGCAATACGGTAATTG
TTGTTGAGCATGATGAGCAAACTTTGCGTACCGCAGATTATATTATTGATATGG
GCCCTGGTGCTGGAATTCTTGGAGGGGAAATAGTTGCAAAGGGAACCTTAATA
GATATTTTAAATAGTAAAAATAGTTTAACTGGTCAATATTTGAGTGGTGAGTTT
AAAATAGATGTTCCAAGTTCTAGAAGAAAGACAGATAAGGGAGAGATTTTGCT
TTTAGGTTCTAATAAAAACAATCTTAAAAATATAGACGTAAGTATTCCTTTGGG
AGTTTTCACTGTAATAACAGGTGTTTCTGGTAGTGGAAAAAGTACTTTGCTTAA
CGAAGTGTTATATCCAGCTCTTGACAGCAGATTAAAGCTTGATAGAAAGTATT
GTGATGGCTTTAAAGACATTATTGGGTATGAAAGAATCGATAAAATTATTCAA
ATAAATCAAAAACCAATAGGAAGAACTTCAAGGTCAAACCCAGCAACGTATG
TTGGATTTTTTACAGAAATTAGGGAACTTTTTGCTAAGCTTCCGGATGCAAAGT
CAAGAGGTTTTAAGGCCGGTAGATTTTCTTTTAATGTTAAAGGTGGAAGGTGT
GAGAAATGTCAAGGAGATGGGTATC —828 bp
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