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1. UVOD

1.1. RODBORRELIA

1.1.1. MORFOLOGIE

Borelie jsou mikroaerofilni gramnegativni baktedsou v piméru 0,2- 0,5 um Siroké
a 4-18 um dlouhé (Karami, 2012). Jejich tvar jet@inty spiralovity sectyfmi az patnacti
pravidelnymi zavity ve vzdalenosti 2,2 um (Goldstet al., 1996). Buftna stna je tvdena
ttemi vrstvami, vnitni peptidoglykanovou, #&dni lipopolysacharidovou a &8i
lipoproteinovou. Pod WjSi membranou je protoplazmaticky valec skladajéci cytoplazmy
a peptidoglykanu (Barbour a Hayes, 1986). Na pavmtotoplazmatického valce je bigna
stna oddlena od cytoplazmatické membrany periplazmatickyosirem (Bafinek et al.,
2001).

Pohyb borelii je umozm bi¢iky, diky nimZ se mohou pohybovat rotaci kolem gsyg
nebo smréovanim a naslednym natahovanim (Bagk et al., 2001). Riiky pod vr&jSi
membranou v periplazmatickém prostoru ¢bt&lo borelie a ta v @sledku vzajemného
pusobeni biika a burgcného cylindru ziskava spiralovity tvar (Obr. 1) (Back et al., 2001;
Motaleb et al., 2000). Tento spiralovity tvar bdrel umoziuje typicky Sroubovity pohyb,
kterym mohou fekonavat jak nizce, tak i vysoce viskozni predit (Wolgemuth et al., 2006).
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Obr.1: Schematicky nakres borelie- (b) a ukotvegtiki-(c) (Rosa et al., 2005).



Bic¢iky se vypinaji mezi bazalnimi disky un@isymi v cytoplazmatické membréma
obou koncich biiky. Jsou tveéeny flagelarnimi proteiny dvouitl. Flagelin A (38 kDa) je
protein typicky pro spirochéty a nachazi se v pédhivika. Flagelin B (41 kDa) se nachazi v
dieni (Ge et al.,, 1998). Cilena inaktivace genu kindlwp Flagelin B, zfisobi ztratu
pohyblivosti spirochéty. Oba tyto proteiny jsouns&ilimunogenni, ale fed imunitnim
systémem hostitele jsou chiduy lokalizaci pod vi&Si membranou.

1.1.2. TAXONOMIE

Borelie jsou bakterie z kmene spirochgtifochaetae). Taxonomicky s&adi do fidy
Soirochaetes, radu Spirochaetales a ¢eledi Spirochaetaceae, do které mimo borelipafi i
medicinsky vyznamny rodireponema, zahrnujici fivodce syfilidy. Bakterie z rodBorrelia
zpasobuji fadu iznych nemoci obratlovicvéetre ¢lovéka. Podle toho Ize rod roéit do
dvou skupin a to na borelie ignbujici navratnou hotku (nag.: B. duttoni, B. hermsii, B.
recurrentis) a komplex drufh Borrelia burgdorferi sensu lato, Zisobujici lymeskou
boreliézu. Do tohoto komplexu se v sasné dob radi jiz dvacet pojmenovanych difuh
borelii (Rudenko et al., 2011; Ivanova et al., 2008sjens et al., 2011). Jedna se o didhy
afzelii (Canica et al., 1993B. americana (Rudenko et al., 2009aB, andersonii (Marconi et
al., 1995)B. bavariensis (Margos et al., 2009B. bissettii (Postic et al., 1998B. burgdorferi
sensu stricto (Baranton et al., 199B),californiensis (Postic et al., 2007)B. carolinensis
(Rudenko et al., 2009bB. garinii (Baranton et al., 1992B. japonica (Kawabata et al.,
1993),B. kurtenbachii (Margos et al., 2010B. lusitaniae (Le Fleche et al., 1997[. sinica
(Masuzawa et al., 2001B. tanukii (Fukunaga et al., 1996, turdi (Fukunaga et al., 1996),
B. spielmanii (Richter et al., 2006B. valaisana (Wang et al., 1997B. yangtze (Chu et al.,
2008), B. finlandensis (Casjens et al., 2011) BR. chilensis (lvanova et al., 2013). Tento
komplex dvaceti drunmize byt dal rozélen do ti skupin. Do prvni skupiny sadi druhyB.
burgdorferi sensu strictoB. garinii a B. afzelii, které jsou prokazatelnymiipodci lymeské
boreliézy uc¢lovéka. DalSi skupinu tvd druhyB. bavariensis, B. bissettii, B. kurtenbachii, B.
lusitaniae, B. spielmanii a B. valaisiana, které maji infekni potencial, ale ki malému
mnozstvi popsanychiipadi lymeské borelidzy élovéka, vyvolanych gmito druhy, nejsou
doposud z&azeny do skupiny infékich drulii.

Treti skupinu tvéi druhy, které nebyly nikdy nalezeny¢bovéku ani z gho
izolovany. Do této skupiny bychomadili nagiklad B. americana, B. andersonii, B.
californiensis, B. carolinensis, B. chilensis, B. japonica, B. tanukii, B. turdi, B.sinica a B.

yangtze.



Krom¢ velmi vyznamné mezidruhové variability jsou bogeliznamé svou
vnitrodruhovou genetickou variabilitou. &dci z laboratee v Rocky Mountain, kde
Burgdorfer roku 1981 borelie objevil (Burgdorfer aft, 1982) zjistili, Zze genom borelie
obsahuje minimakh Sestkrat vice géin nez je tomu u bakteridreponema pallidum,
spirochéty zpsobujici syfilidu. Dale dodavaji, Zze velky rozdilemn B. burgdorferi a T.
pallidum je ve struktiée jejich genom. Ackoli obé tyto spirochéty, maji maly genom
v porovnani s mnoha jinymi znamymi bakteriemi, jaRagiklad Escherichia coli nebo
Mycobacterium tuberculosis, struktura genomu spirocheB: burgdorferi se zda byt jednou

vvvvv

Schwan, 2001).

1.1.3. GENOM

Jako prvni byl osekvenovany genduorrelia burgdorferi sensu stricto (Fraser et al.,
1997). Borelie ma segmentovany genom, skladajiailseearniho chromosomu a dalSich 21
chromosomalnich elemeantplazmidi. V jedné biice je 12 linearnich (Ip-linear plasmid) a 9
kruhovych (cp-circular plasmid) plazniigCasjens et al., 2000).

Linearni chromosom je relatignmaly. Ma velikost 910 725 pabazi (bp) a prmeérny
obsah G + C pér je 28,6%. Kodujici sekvence rgustavuje 93% chromosomu.
Predpokladanych kodujicich sekvenci (Open Readingn€yge 853 a kazda matpnérnou
velikost 992 bp, podokinjako u jinych prokaryot. Z celkovych 853 ORF jsbinlogické
funkce pgrirazeny 59% gen Geny linearniho chromosomu koduji zakladni protepro
replikaci DNA, transkripci, translaci, transporttdk a energeticky metabolismus. Co ale
chybi, jsou geny pro syntézu nukleovych kyselinirarkyselin, mastnych kyselin a kofakitor
enzymi. V disledku tohoto nedostatku biosyntetickych drah je gist borelii in vitro
nezbytné specialniistové médium BSK-H sifilavkem krakiho séra (Barbour a Hayes,
1986; Tilly et al., 2008).

Plazmidy kéduji 535 gena 90% z nich jsou unikatni pro r@drrelia, coz naznéuje
jejich specializované funkce vztahujici se k adagpirochét kitznym hostiteim. Plazmidy
o celkové velikosti 610 644 bp maji pdMG + C mezi 23,1-32,3%. Obsahuji celkem 430
piedpokladanych ORF o {mérné velikosti 507 bp. Kddujici sekvencéegstavuje pouze
71% plazmidové DNA, cozZ je o ho&imére nez je tomu u chromosomu. Tentaemi rozdil
nazn&uje, Zze vzdalenosti mezi geny jso#tdi na plazmidech, neZz na chromosomu, a Ze
n¢které potencionalni ORF obsahuji posunttci ramec, nebo stop kodony. Doposud bylo
identifikovano 76 (=16%) ORF.iPlizné¢ 58% ORF representuje geny nejasnych funkci,



které mohou kodovat proteiny definujici jediné biologické a patogenni vlastnosti borelii.
Na plazmidech jsou geny kddujici povrchové protefajtory virulence a geny nezbytné pro
pieziti. Nekteré plazmidy se ale v sehu kultivace mohou ztracet, cozige vést ke ztrét
virulence a infeknosti (Schwan et al., 1987). \isledku ztraty plazmidu éZze dojit ke ztrat
nékteré funkce dlezité pro peziti v hostiteli. Stejétak mize ke ztrat dojit i bez vlivu na
infekéni cyklus. Pokud dojde ke ztégplazmidu, ktery nese geusk, adeC nebopncA, mize
borelie gestat byt infekni (Lawrenz et al., 2004; Jewett et al., 2007; @uet al., 2003).
schopnost zjsobit persistentni infekci.

Zvlastnosti lineérnich plazmide velké mnoZstvi pseudogderkteré ejme vznikaji v
dusledku rychlych evoknich zmén (Casjens et al., 2000).¢které linearni plazmidy maji
podobné funkce jako linearni chromosom a mohowbygzovany za ,,mini chromosomy*.

Neobvyklou sloZzkou genomiB. burgdorferi je skupina Uzce tfbuznych 32kB
kruhovych plazmid. Dewt raiznych cp32 plazmidbylo identifikovano jako profagy, které se
podili na horizontalnim ienosu DNA u spirochét, sdilejicich spwlé geografické a
ekologické niky (Brisson et al., 2013).

Mnohotvarnost genomu borelie mig&pné za nasledek vynikajici adapta schopnosti
téchto spirochét $ nepiznivych podminkach. V genomu spirochéty existugpbvykle
vysoky pa@et ,adaptivnich® gen, které jsou fipisovany probihajici evolimi kompetici mezi
boreliemi a obrannymi mechanismy jejich hostitgCasjens et al., 2000).

Borelie maji schopnost morfologické &ny. Z pohyblivych spirdlovitych tvar se
mohou zmdnit na cysty @iznych velikosti. Ty mohou byt izolované nebo shradiéé do
vétSich kolonii. Cysty vykazuji velmi nizkou metatoddbu aktivitu. Touto formou fiezivaji
v negatelském prosedi az do doby, neZilou priznivé podminky a hiky se z&nou ot
delit. Cysta vznika skroucenim jedné spirochéty dobiklka a vytvdenim kokonu kolem
sebe. Tvorba cyst fie byt vyvolana mnoha typy népnivych podminek, nap vysoka
kyselost, zasaditost, salinita, sloZzeni plynu, éayn koncentraci antibiotik, protilatek,
sacharid, aminokyselin nebo vitamin také znény viskozity a teploty. Hladani (tedy fist
v médiu bez fitomnosti kraltiho séra) a hrozba vysychanibmdukuji tvorbu cyst.

Uz vroce 1997 Brorson a Brorson prokazali, Zze polaou buiky B.burgdorferi
inkubovany v BSK-H médiu bez krélho séra, ni se z pohyblivych spirochét na kulovité
cysty (Brorson a Brorson, 1997). Po 24 hodinachulimce v médiu bez séra byly vSechny
buiky nepohyblivé a 30-40% Zanalo tvdit cysty. Po 48 hodinach inkubac&hto burk



v médiu bez séra 90% z nich vytitlo cysty. Vytvaeeni cysty je tedy v tomto ifpack
odpowd’ aktivni buiky na nedostatek séra (Alban et al., 2000).

Je prokazano, Ze cystické formy se mohott ppemenit na vegetativni spirochéty jak
invitro, takin vivo. Gruntar a kolegové prokéazali, Ze cysty vyameé v destilované vedsou
schopny se aft prenenit na pohyblivé vegetativni spirochéty, a to kdykoprabéhu mésice
pii in vitro experimentech, dokonce i po zmrazeni &@mém rozmrazeni. Stejrtak bylo
prokazano, Ze po intraperitonealnim vpraveni cyst1é mySi byly ze dvou usgre
vyizolovany pohyblivé spirochéty. Tato skéest ukazuje, Ze i cysty jsou infek formou
(Gruntar et al., 2001).

Borelie maji unikatni schopnost vyted ,bleby”. Jedna se o DNA materidl, ktery je
uzaweny v Utvaru vytvéenym sevenim bakterialni membrany. Skébé role &€chto jakychsi
.bublinek” neni jasna (www.karimcmanusfoundatiog.au). Pokud se borelie vyskytuje
Vv negiznivém prosedi napiklad s vysokym obsahem soli nebo s obsahem atikibiouze
vytvaret takzvané L-formy- reverzibilni formy bakterii.zNkaji nagiklad pi malych
davkach antibiotik f 1é¢bé (Mursic et al., 1996).

1.2. LYMESKA BORELIOZA

1.2.1. HISTORIE

Prvni zminka o lymeské boreli6ze se objevila jitose 1883, kdy dermatolog
Buchwald popsalifiznaky onemoaini, dnes zndmé jako acrodermatitis chronica atemysic
ACA (Buchwald, 1883). Bhem nasledujicich let byly popsany dal&izpaky, které
v sowtasnosti pisuzujeme lymeské borelidze (Bamtk et al., 2001).

K dulezitému objevu doSlo v osmdesatych letech dvacasébleti, kdy byl ve rst
Old Lyme (Connecticut) pozorovan epidemicky vyskadretlivé atropatie u dvanacti
dosglych a ticeti deviti diti. PrestoZze padesat davprocent dti spkovalo kritéria juvenilni
revmatoidni artritidy, pozornosti Iékaneunikl gedchazejici erytém a fakt, Zze v dané oblasti
jsou roz&iena Kkli¥ata typu Ixodes scapularis (Steere, 1989). Bylo tedyigmé, Ze
revmatoidni artritida je pozdnim projevem KHE pendSeného onemasri nazvaného
lymeskéa boreliéza. Nedlouho poté americkglec Willy Burgdorfer v roce 1981 izoloval z
kliStéte Ixodes scapularis spirochétu, poziji nazvanouBorrelia burgdorferi (Burgdorfer et
al., 1982). Pozji byla tato spirochéta také kultivovana z pacientpicich lymeskou
boreliézou. Tim se potvrdilo, Ze se jedn&wgace tohoto onemoeni (Streere, 1989).



1.2.2. PATOGENEZE

Borelie pronikaji do hostitelského organismwgfednictvim penaSeée. Tim je
negasegji klist¢ a to v jakémkoli zeit vyvojovych stadii- larva, nymfa nebo deékge.
K infekci je zapatebi delSi doba kontaktu, protoZze spirochéty seliddkBstéte dostavaji ve
vétSim mnozstvi aZz po dvaceétyrech hodinéach.

Zakladni klinicko-patologickou charakteristikou mmhét komplexu Borrelia
burgdorferi sensu lato je relatignvelmi dobra adaptace ve vimim prostedi hostitele.
V dusledku jejich adaptmich schopnosti je klinicky pbéh infekce pomaly a inaparentni-
spontanni vyhojeni jgastjSi nez nutnost téby.

Onemocsini je komplexni a postihujgadu orgaf. Infekci boreliemi rozliSujeme na
tii faze. Jeden az dva tydny po infekci dochazi wpfazi v typickém pipact k primarnimu
pomnoZzeni v mistprisati kliSéte. Jedna se o lokalizovanou kozni formu infekagewujici
se vytvdenim erythema migrans. V této fazi se u padiembhou vyskytnout dipkové
piiznaky jako zvySena teplota, nevolnost, nebo bdlest (Nau et al., 2009). Pokudisem
tohoto stadia nedojde k eliminaci infekcdj Se bakterie dal a to krevni i lymfatickou cestou
a infekce tedy fechazi ze stavu lokalizovaného do stadia disemi(i2zexin¢k et al., 2001).

Nékolik tydni po nakaze nastava druha fazesné generalizované infekceti P
piiznivych podminkéach jsou borelie schopny uchytipgsdevsim v centralnim i perifernim
nervovém systému, v kloubech, myokardu, kosterniaiss/u, rekterych @nich tkanich a
sekundaré i v kazi (sekundarni erythema migrans). dedtdruhé fazi mze dojit
k spontannimu vyhojeni (Bariek et al., 2001).

Treti faze je chronickéi pozdni. Manifestuje se &nice az roky po nakaze. Projevem
chronické faze byva n&stji acrodermatitis chronica atrophicans (Satz, 2082po artritida
postihujici nejastji kolenni a ramenni klouby. Artritidaétsinou getrvava i po pel&eni
antibiotiky, Zejm¢ jako disledek zkizené autoimunitni reakce (Steere a Glickstein 4200
Klinické faze jednotlivych stadii viz.fpoha 2.

Je prokazano, Ze lymeskou boreliézu u lidisgbuji ¥i z dnes znamych dvaceti diuh
komplexuBorrelia burgdorferi sensu latoBb s.I.). Jsou tdorrelia burgdorferi sensu stricto
(Bb s.s.),Borrelia afzelii aBorrelia garinii. Dlouhou dobu byl\B. burgdorferi s.s.,B. afzelii a
B. garinii povaZzovany za jedinéipodce onemoai. Fred nedavnem byly ale zapojeny do
lymeské borelidzy i jiné druhu spirochét kompleRh s.l. Zapojeni novych a neznamych
druhi borelii do lymeské borelidzy zmilo drasticky pochopeni a uznani klinickych prdagiev

onemocgni.



Jednotlivé druhyb s.I. zpisobuji Kizné klinické projevy lymeské borelidzyéloveka.
V Severni Americe, kderpvladaBb s.s., je nejZngjSi artritida, zatimco v Eurasii, kde je
nej\etsi vyskytB. garinii aB. afzdlii je nejvice pipadi s neuroboreliozou a akrodermatitidou.
Geografické rozdily v distribuctiznych druli B. burgdorferi sensu lato v regionech,
kde je vektorem jen jeden druh ké&, nap. v Evrog Ixodes ricinus, pravd&podobr souvisi

s rozdilnym penosem spirochét mezi hostiteli a i/ v zavislosti na hostiteli.

1.2.3. INTERAKCE BORELIE-HOSTITEL

VSichni znami fpivodci lymeské boreliozy koluji mezi ktidty (Arachnida, Acari,
Ixodoidea) a Sirokym spektrem obratlofrc(savci, ptaci, plazi). Cirkulace spirochét je
modelem spletitého vztahu mezi hostiteletienasSéem a vlastni bakterii.

Populace borelii jsou utiény na zaklatl dynamiky a demografickych prodepopulaci
hostiteli a vektofi. Zalezi ale také na imunitni odgal hostitele a v§Sich abiotickych
faktorech, které maji vliv jak na hostitele, tak papulaci vektak. Jsou to naibklad
kombinace teploty, vihkosti a typu podnebi a kngjiMargos et al., 2011).

Ve volné firodk se vyskytuje rozdil mezi specifitou a selektivitdgznych druli borelii k
hostitelim. Citlivost nebo odolnostiznych drulii borelii k hostitelskému komplementu je
jednim z kléovych faktofi interakce mezi hostitelem a borelii. Tato citlivos&znych druli
borelii ke komplementu hostitelé¢ifazuje mnoha drutm obratlovdé status rezervoarového
hostitele v pirod.

Bylo prokazano, Z8. afzdlii, B. garinii, B. japonica a B. bissettii jsou rezistentni &¢i
komplementu hlodavg coZz znamend, Ze jsou hlodavci rezervoarovymiitelispro tyto
druhy borelii.B. garinii (krom& nékterych kmeii), B. valaisiana a B. turdi jsou rezistentni
vici ptatimu komplementuB. burgdorferi s.s. vykazuje #tdni rezistenci ke komplementu
ptéki i hlodavdi acasto se zd4 byt inféki pro okt skupiny (Kurtenbach et al., 2002).

Napriklad sodasné studie ukazuji, Zze mali hlodavci ztraahySic @Apodemus) a
norniki  (Myodes), veverky obecné Siurus wvulgaris) a veverky popelavé Siurus
carolinensis) jsou obvykle infikovanyB. afzdlii a o iico mér B. burgdorferi s.s. Tyto druhy
zvirat tedy penaSejiB. afzelii a B. burgdorferi s.s. na kligata, kter4 se na nich nasaji (Gern,
2009; Humair et al., 1998).

Jako dalSi fiklad rezervoarovych hostitepro jeden z méncastych drubi borelieB.
lusitaniae Ize uvéstPsammodromus algirus (jeS€rkovec alzZirsky) v Tunisku (Dsouli et al.,
2006),Podarcis muralis (jeStrka zedni) v Italii (Amore et al., 200 acerta agilis (jeSerka
obecnéa sedoevropska) v Bimecku (Richter a Matuschka, 2006).



Existuje jen malo studii, které by popisovaly ptdkiko kompetentni rezervoarove
hostitele ukitych druhi borelii. Kurtenbach a kol. doSli k z&u, Ze bazanti a neépci
piedstavuji kompetentni rezervoary pi valaisana a B. garinii a naopak nejsou
rezervoarovymi hostiteli prB. afzelii (Kurtenbach et al., 2002). V dalSi studii Humaiedl,
Ze v Eurasii jeB. garinii vyhradré spojena s ptaky, kiehnizdi na zemi (Humair, 2002).

V Evrope je s ptédky spojovan®. valaisiana a B. burgdorferi s.s. (Derdakova a

Lencakova, 2005). V severni Evropbyla u sthovavych ptak prokazana ftomnostB.
garinii, B. valaisiana, B. afzelii, B.burgdorferi s.s. aB. miyamotoi (Comstedt et al., 2006). Ve
Svycarsku byla analyzovana Kigéta ze sthovavych ptak a v #chto kli¥atech byly
zastoupeny druhyB. valaisiana, B. garinii, a B. lusitaniae pticemz B. lusitaniae bylo
piekvapiv velké mnozstvi (Poupon et al., 2006).
Na zaklad vySe uvedeného je mozné tvrdit, Ze spirochH&tyarinii a B. valaisiana jsou
vétSinou genasSeny ptdmi hostiteli, zatimcoB. afzelii je Stena pevazié hlodavci a
nékterymi hmyzozravciB. burgdorferi s.s. je schopna infikovat jak hlodavce, tak i ptak
dalSi druhy zvat.

Siteni borelii je zavislé na migraci jejich hostiteDruhy borelii, které j@zivaji
v hlodavcich, vykazuji omez&si migraci, nez druhy ipZivajici v ptacich. Sledovani
rozsahu geografického roni fiznych druli spirochét ma velky vyznam pro celésweé
zdravotnictvi a také poskytujeifezitost zkoumat ekologickou roli hostitele v egidiologii
vektorem penasené zoonozy.

Tyto studie jsou velmi @ezité pro uéeni kompletniho spektra boreliovych déyh
zodpowdnych po celém ¢ za nakazuclovéka lymeskou borelibzou, onemaenm

S neznamymi, vzacnymi a neobvyklymi klinickymi mi@stacemi.



1.3. KOMPLEMENT

Komplement je sloZzkou humoralni nespecifické inminiodpovdi. Je to skupina
zhruba ficeti sérovych a membranovych protiginkteré kooperuji jak mezi sebou tak
s dalSimi imunitnimi mechanismy. Hlavnimi sloZzkakomplementu je dei sérovych
proteimi ozna&ovanych C1-C9. Pouenych podgtech se jednotlivé slozky kaskadavit
aktivuji. Ustedni sloZkou je protein C3, jehoz fragment C3b eenpvaze na mikrobialni
povrch. Meziprodukty této kaskadovité reakce majiznamné funkce opsonizace a
chemotaxe. Terminalnim produktem kaskady je skumpraeiri C5b, C6, C7, C8, CO9.
Téchto gt proteinm je ozng&ovano jako MAC (Membrane Attack Complex). MAC petie
cytoplazmatické membranyckterych mikroorganisiin pasobi jejich lyzu, a tim je #i.
Hlavnimi funkcemi komplementu tedy jsou opsonizgG38b), chemotaxe (C3a, C5a) a
osmoticka lyza (C5b-C9) (HejSi a Barinkova, 2005).

Rozeznavametfit rizné zpmisoby aktivace komplementového systému. Poprvé byla
popsana cesta nyni oziozand jako klasicka, po#j jina, zvana alternativni a teprve
nedavno lektinova, ktera je vlastorcitou variantou cesty klasické (lSi a Bariinkova,
2005).



2. CIL PRACE

1. Literarni studie k tématu kompetence hostitekpirochétam druhového komplexu

Borreia burgdorferi sensu lato.

2. Skér vzorka sér v zoologickych zahradacteské Republiky pro analyzu senzitivity
raznych druli Borrelia burgdorferi sensu lato ke komplementu #ati aclovéka. Planovani

experiment.

3. Zvladnuti techniky kultivace spirochét, izoldo®&lA, PCR, elektroforézy, ELISA,

priatokové cytometrie, statistické vyhodnoceni.

4. Interpretace vysledka vytvaeni druho¥¢ specifického modelu Zivotaschopnosti/

rozkladu spirochét v sérectiznych zvfat. (&ast na pipraw vysledki k publikaci.

3. MATERIAL A METODY

3.1. POUZITE MATERIALY A CHEMIKALIE
Tab. 1. Seznam pouzitych prinder

s TS o & . o)
qg) o % ’g %_§ Sekvence 55 3 Sﬁ?nce'?t? _§
alg|lalcd P " O
Gl F 55°C | AACAAAGACGGCAAGTACGATCTAATT | B. burgdorferi s.s.| ©
GIR 55°C | TTACAGTAATTGTTAAAGTTGAAGTGCC | B. burgdorferi s.s. % o
GIIF | 55°C | TGATAAAAAC AACGGTTCTG GAAC B. garinii 58
GIIR 55°C GTAACTTTCAATGTTGTTTTGCC B. garinii g =
GllIl F 55°C | TAAAGACAAAACATCAACAGATGAAAG B. afzdlii §
GllI R 55°C TTCCAATGTTACTTTATCATTAGCTAC B. afzdlii
pncAR| 50°C ACGCAAAAATCTAATGCCAATCCT Purser et al.. 2003
pncAF| 50°C TAAAAACGGGGGCATTTGGC V!
adeC R| 55°C TCGTGCCCATACCCTATTGC Jewett et al.. 2007
adeCF| 55°C CTTCTTGTGTGCCGGCTTTG v
vVISER | 50°C TTACATCCTTCAGCGCACCC Liweris et al.. 2008
VISE F 50°C TGGTGCGAAGGCTGATAAGG v
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Tab. 2: Seznam pouzitych chemikalii.

Metoda Chemikalie Slozeni
ELISA vazebny roztok | 32 mM N&0O3;, 68 mM NaHCQ, pH 9,6

blokovaci pufr 5% PTS v PBS
promyvaci 0,05% Tween v PBS
roztok TPBS
fedici roztok 2% PTS v PBS
substratovy Pripraven &srg pred pouzitim smichanim 5 mi
roztok fosfocitrdtového pufru, 2 mg OPD, 2 ul 30%C
stop roztok 2M HSOy,
protilatka proti| vytvoieno v kralikovi, rozpugho v 0,01M PBS
koni pH 7,4; 1% BSA s 0,01%thiomersal

(Sigma aldrich)
protilatka proti| vytvoieno v koze, rozpu&o v 0,01M PBS, pH
kralikovi 7,4; 1% BSA s 0,01%thiomersal

(Sigma aldrich)
protilatka proti| vytvoieno v kralikovi, rozpugho v 0,01M PBS
psovi pH 7,4; 1% BSA s 0,01%thiomersal

(Sigma aldrich)
protilatka proti| vytvoieno v kralikovi, rozpugho v 0,01M PBS
turu pH 7,4; 1% BSA s 0,01%thiomersal

(Sigma aldrich)

kultivace BSK-H médium| BSK-H complete medium (Sanaldrich) 6%
krélici sérum

kultivace Persteril 0,5% roztok

Izolace DNA kit DNeasy® Blood & Tissue Kit (250Qi1agen)

PCR 2x Master mix Tag DNA polymeraza [dafsio reaknim pufrem
(pH 8.5)] 40@M dATP, 40Q@M dGTP,
40uM dCTP, 40@M dTTP, 3mM MgCI2
(Promega)

DNA 50xTAE pufr 200mM Tris-HCI, 50mM EDTA

elektroforéza

Agardza

1,5% agarosa (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)

Marker 100 bp Gene Ruller (MBI Fermentas)
test citlivosti EDTA 0,5 M EDTA (zasobni roztok)

VBS Veronal Buffer Saline (Lonza)

EGTAve VBS | 10mM EGTA (Calbiochem) (zasobni roztok)

MgCl, ve VBS | 4mM MgCJ (Sigma chemical co) (zasobni roztok)
Priatokova PBS 1x 137mM NaCl, 2,7/mM KCI, 10mM MNdAPQO;,,
cytometrie 1,8mM KH,HPO,

Redici roztok 2% BSA, 54mM glukéza v PBS steril.

piefiltrovano ges 0,22 pum filtr. membranu

propidiumiodid

1,5uM G H342N4 (Sigma aldrich)
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Tab. 3: Pouzivana #aeni a doplkové materialy.

Centrifugy Centrifuge 5415D (Eppendorf)
Centrifuge 1415 R (Eppendorf)
Centrifuge 5415 C (Eppendorf)
Universal 32 R (Hettlich zentrifugen)

Elektroforéza SHUG (Sigma Aldrich)
OVL Easycast’ B2 (Thermo scientific)

PCR cycler Mastercyclgyersonal (Eppendorf)

Mikroskop s temnym polem Leica DM 1000 LED (Leica)

Petroff - Hausserova pitaci koniirka hloubka: 0,02 mm, Hausser Scientific, BA,
USA

Zahrivat Thermomixer (Eppendorf)

Fotosystém na foceni dgel Kodak

PCR box DNA/RNA UV cleaner UVC/T-M-AR
(Biosan)

Flow box Gelaire

Pritokovy cytometr BD FACS Canto Il

Filtra¢ni papir Syringe- Filter 0,22 pm (TPP

Lymetop ™ testy All. Diag Instruments, Exacto

3.2. METODY

3.2.1. SER VZORKU

Pro skér vzorki bylo kontaktovano &kolik zoologickych zahrad a jinych organizaci
zabyvajicich se chovem #af. Ri bézném Iékéském vySdeni bylo zviatim odebrano
minimalni mnoZstvi krve veterinarnim I&kan i pro @ely této prace. MnozZstvi odebrané krve
bylo prizpasobeno stavu a velikosti zete. Odbr v Zzadném fipad nen€l ohrozit zdravotni

stav zvfete. Zadné vzorky nebyly odebiranyrpo pro tuto praci.

3.2.2. USKLADNENI VZORKU

Pro oddleni krevni slozky od séra byly vzorky krve centgbvany pi 4°C po dobu
15 minut @ 2000 rpm. Sérum bylotpfiltrovano gez 0,22 um filtrédni membranu pomoci
stiikacky. Alikvoty po 50 pl byly uskladény v kryozkumavkachi-80°C. Kazdy vzorek byl

oznaen individualnim kédem.

3.2.3. ELISA

K detekci protilatek proti boreliim ve vzorcich Bgich sér byla pouzita
imunologicka metoda néma ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Byly
pouzity 3 nejastji se vyskytujici druhy borelii ve &tdni Evrog, a to B. burgdorferi sensu

stricto, B. afzelii aB. garinii. Boreliové antigeny o koncentraci 1% ve vazebnémtoku byly
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po sloupcich nakoutovany na dno mikrotitrech destiek. Po inkubaci i 4°C po dobu 24
hodin ve vihké korirce byly mikrotitr&ni destéky vysuSeny poklepem a filiéaim papirem.
Nespecifické vazby byly vyblokovany blokovacim pmufr po dobu 45 minutip37°C ve
vihké konmurce. Desttky byly tiikrat promyty promyvacim roztokem TPBS. Testovana
zvireci séra ¥etns kontrolnich byla nedéna na 1% wedicim roztoku a po 50 pfigana do
piislusnych jamek. Kazda reakce byla provedena vel gamkach pro kontrolu spravnosti
postupu. Nasledovala inkubace 45 mintit $7°C ve vihké kornirce. Po inkubaci byly
destéky 3x promyty promyvacim roztokem. Jako sekunddondtilatky byly pouzity
enzymaticky zn&né protilatky proti turu domécimu, kralikovi dorivda, psovi doméacimu a
koni domacimu. VSechny sekundarni protilatky bylyazné peroxidazou. Sekundarni
protilatky byly naedény na 1%. Wfedicim roztoku a idany po 50 pl do kazdé jamky.
Inkubace probihala 45 minuttip37°C ve vihké korarce. Po inkubaci byly desgky 3x
promyty promyvacim roztokem. Vlastni enzymova reakbyla vyvolana 100 ul
substratového roztokutipraveného &sre pred pouzitim. Podle intenzity zbarveni negativni

kontroly byla reakce zastavenalpizn¢ po 10 minutachidanim 100 pl stop roztoku.

3.2.4. LYMETOP TESTY

Ke kontrole sér zvat, ktera nebyla zkontrolovana nditpmnost protilatek proti
boreliim metodou ELISA zid/odu nedostupnosti specifickych protilatek byly piby
Lymetop® testy. Lymetop je rychly komemi imunochromatograficky test pro detekci Ig
protilatek pro 3 druhy borelii, a sid® burgdorferi s.s.,B. afzelii a B. garinii v sérech
obratlovd. Podle protokolu byly testy pouzityipokojové teplat. Pomoci mikropipety bylo
do okénka s ozrtenim S (Sample)ifmlano 20 ul séra a po 30 sekundach 80 pl vyvijeciho
pufru. Vysledky byly odé&eny po 10 minutach.

3.2.5. KULTIVACE BORELI

Borelie byly kultivovany v kompletnim BSK-H médiuevsterilnim prosedi. Ri
nasazovani bakterii ze zmrazenych kultur bylo gou%t10 pl zmrazené kultury na 10 ml
BSK-H média. Kultivace probihala vitro pii 34°C. Vzorky byly pravidel& kontrolovany
pod mikroskopem temného pole a po dosaZeni hustaty 10 bursk/ml byly pouze
nekontaminované kultury pouzity pro dalSi experitgen
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3.2.6. IZOLACE GENOMOVE DNA

Bunky byly oddtleny od média pomoci centrifugyipd°C po dobu 15 minutip
maximalni rychlosti. Supernatant byl opa@tradebran a dekontaminovan v 0,5% roztoku
persterilu. Usazené bakterie byly zamrazefy30°C nebo ihned zpracovany.

Izolace genomové DNA byla provedena pomoci kittNdasy® Blood & Tissue Kit,
(Qiagen)‘. Postup izolace byl vedemepré podle giloZeného protokolu pro izolaci DNA.
Vyizolovana DNA byla uchovanaip4°C.

3.2.7. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Izolovana DNA byla zkontrolovana metodou PCR s pimzdruhow specifickych
primert k urkeni zastoupeni jednotlivych driulspirochét v narostlych kulturach. Primery Gl
byly pouzity proB.burgdorferi s.s. (PCR produkt 543bp), GIl pB garinii (PCR produkt
344bp) a GlII praB. afzelii (PCR produkt 189bp) (Damaerschalck et al., 1995).

Priprava reakni smesi:
celkovy objem kazdé reakce = 20 pl

10X PCR PUTT..eece e, 2.ul
25MM MQCh. .o 2 ul
1mM Primer forward.........ccccoeeveeeieeiiininnnn. 1l
1MmM Primer reverse.....cococceeeeeeeeeeeeeveeeeenn 1l
10MM ANTPS. ..o 1l

Tag DNA polymeraza (Promega) (0,5 U)........ 0,5 ul
DNA oottt an e 1ug

Pro negativni kontrolu byla DNA nahrazena deion&uw vodou
Zbyvajici objem do 20 pl byl dopin deionizovanou vodou.

Amplifika¢ni reakce byla provéda v gistroji Mastercyclerpersonal (Eppendorf)

v 0,2 ml tenkostnnych zkumavkach.
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Podminky amplifikéni reakce:

1) Denaturace DNA.................. 5 minut....... ’G5
2) 30 opakovani
- Denaturace DNA.... 5 minut......... 95°C
- Nasedani primér.. 30sekund....... 55°C
- Elongace................ 30 sekund...... 72°C
3) Zavrecna elongace............... 10 minut....... 72°C

4) Teplota po skaéeni reakce....... 4°C

VSechny narostlé kultury byly zkontrolovany pomowtody PCR naiftomnost gefi
zodpowdnych za infeknost. Byla zjiovana pitomnost ti gemi: pncA (PCR produkt
243bp),adeC (PCR produkt 496bp) @dsE (PCR produkt 110 bp) (Purser et al., 2003; Jewett
et al., 2007; Liweris et al., 2008). Reak snts byla fipravena stejnym Zsobem jako u
piedchozi reakce.

Podminky amplifikani reakce:

1) Denaturace DNA..... 5 minut......... 95°C
2) 30 opakovani
- Denaturace DNA....... 5 minut........ 95°C
-Nasedani primé...... 30sekund...... 55°C pro primegeC R, F
50°C pro primemncA R,F;VIsE R,F
- Elongace........ 30 sekund........ 72°C
3) Zawrecna elongace... 10 minut........ 72°C
4) Teplota po skateni reakce............... 4°C

3.2.8. ELEKTROFOREZA

Analyza vSech vzorkpiipravenych metodou PCR byla pro¢éd na 1% agardézovém
gelu v 1x TAE pufru. Pro vizualizaci vzoloyl pouzit vzorkovy pufr. Jako marker byl pouzit
standard molekulovych hmotnosti 100 bp gene ruigektroforéza probihalaip napsti

100V po dobu 20-35 minuYysledky byly odéteny pod UV zéenim a ulozeny.
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3.2.9. MIKROSKOPIE TEMNEHO POLE

Narostlé kultury borelii byly kontrolovany pod mdskopem temného pole pro
kontrolu cistoty kultur a k pozorovani stavu borelii. Hust&tdtur byla stanovena paanim
burgk pomoci Petroff- Hausserovy kdinky. Preparat byl pozorovan sesisenim 10x40Pro
stanoveni koncentrace byl sjtdan pameérny paset bakterii v Uhloficce gti vétSichétvera
Petroff- Hausserovy kotémky (Obr. 1). Koncentrace bgk v 1 ml kultury byla spéitana
pomoci vzorku A x 1,25*19 kde A je pimerny poset bakterii ve ¥Sim ¢tverci paitaci
komurky.

Pro kontrolovantistoty kultur byly v preparatu pozorovany jiné Utyanez ty, které
vytvari borelie. Bi kontaminaci kultury bylo nutné ji Updrenicit v roztoku persterilu.

Pfi posuzovani mortality borelii po reakci s komlergen byly v zorném poli
pocitany struktury, znamé jako indikatory mortalitysodi to spirochéty imobilizovane,
vytvarejici bleby a biiky lyzované (Van Dam et al., 1997). Pohyblivé sgivéty byly
pocitany jako zZivé. P&tano bylo celkem v i zornych polich pro kazdy vzorek. V kazdém
zorném poli byly spéitany vSechny borelie a pet €ch, co vykazuji znaky mortality, byl
pieveden na %. Zé&éthto dat byl vypéten aritmeticky pimér, a ziskan pmeérny podil
mrtvych borelii v procentech v roztoku. Na zakKlawichto vypd@ta bylo posouzeno, zda
bakterie v daném vzorku prosperuji, nebo naopakiaijf.

0,05 sm, —

}_ 1.00 mu.

O.25 um.
i l

Obr. 1: Schéma ri¥ky v Petroff- Hausser@vwpotitaci koniirce se zvyrazinim 5
Uhlopriénych¢tverai (prevzato z www.emsdiasum.com a upraveno).
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3.2.11. RIPRAVA TESTU CITLIVOSTI BORELIi KE KOMPLEMENTU

Test citlivosti borelii ke komplementu bykipraven podle publikace Kurtenbacha
(Kurtenbach et al., 1998). Reakce borelii s kompeletem byla fipravena smichanim séra a
kultury borelii o hustat priblizng 10" bursk v 1 ml kultury v pongru 1:1. Hustota butk
v kultufe byla upravena pomoci BSK-H média. Reakce propilval,5 ml eppendorf
zkumavkach. VSechny vzorky byly inkubovany 6 hoglin34°C (Bhide et al., 2005).

Ke kazdému experimentu byldigojena kontrola Zivych a mrtvych bgk Kontrola
Zivych burgk byla pipravena z 50 pdisté kultury borelii, ktera byla inkubovana 6 hogiin
34°C s ostatnimi vzorky. Jako kontrola mrtvych #&urbyla pouZzita kultura borelii bez
jakychkoliv prisad inkubavana 30 minutifp6°C.

Do vybranych sér bylafmglana 10mM EDTA. Po 30 minutach inkubace sér s EDTA
pii 37°C byla inhibovana klasicka i alternativni @estktivace komplementu. Paigéani
odpovidajicich objein boreliovych kultur k&mto séim néasledovala inkubace 6 hodifi p
34°C. Borelie v&chto vzorcich raly prosperovat bez jakychkoli ztrat.

U stejnych druh sér byla provedena inaktivace komplementuiizaimim séra na
56°C po 30 minut. Kémto séim byly také pidany boreliové kultury a vSe bylo inkubovano
s ostatnimi vzorky. Borelie ¥¢hto vzorcich rily také prosperovat bez jakychkoli ztrét.

K t¢émto drutam sér byla gidanim 4mM MgC} ve VBS a 10mM ve VBS a naslednou
inkubaci 30 minut § 37°C inaktivovana klasicka cesta aktivace komm@etn. Po fidani
boreliovych kultur byly srési inkubovany 6 hodin ip 34°C. V €chto vzorcich rly byt
pozorovany boreliacidnicinky sér stejné jako u vzaikobsahujicich pouze sérum a borelie.
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3.2.12. PRITOKOVA CYTOMETRIE

Pro vyhodnoceni mortality borelii ve vSechiippavenych vzorcich byla pouZita
metoda pitokové cytometrie. VSechny vzorky byly po inkubaodstediny pomoci
centrifugy 15 minut 10 000 rpm. Supernatant byl odebran a dekontavamoOdstedné
borelie byly rotedény 200 ulrediciho roztoku. Tato sfa byla grenesena do 5 ml zkumavek
BD Falcod™ s kulatym dnem, ve kterych probihal@teni v piitokovém cytometru. Nfilo
se 30 000 udalosti. Bakterie byly od ostatnich estédlod@leny na zakla&l hodnoty ngieni
v piimém a kolmém s#mu (Obr. 2). V dalsim kroku byly Z¢hto vybranych butk
odseparovany shluky a tak vymezeny jednotlivékiguObr. 3). U takto vymezenych bk
byla mgtena intenzita fluorescence propidiumiodidu v kanBlH-Texas Red-A 616/23 a
uréena oblast P1 s vyskytem mrtvych BkirfObr. 4). VSechny vzorky byly zéreny stejnym

zpiusobem, aby bylo mozné je porovnat.

Specimen_001-14

1IZI5

1I:I4

SEC-A,
1IZI3

1I:I2

1

0

1]

| T |||||||| T |||||||| T T ||||||| T T ||||||| T
o 10’ 10 10 w0 10°
F3C-A

Obr. 2: Vymezeni borelii gitenim v gimém a kolmém sinu (DK71+4B. afzdii).
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Obr. 3: Odseparovani shliula vymezeni jednotlivych bk (DK71+B. afzelii).
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Obr. 4: Intenzita fluorescence propidiumiodidu né&i PE-Texas Red-A 616/23 a vymezeni
oblasti P1 s vyskytem mrtvych btkn(DK71+B. afzdlii).
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4. VYSLEDKY

4.1. SER VZORKU
Vzorky krve divokych a domestikovanych ati byly ziskdny ze Zooparku Vyskov,
Zoo Dwvir Kralové nad Labem, Zoo a BZé&sta Plzé, ZOO Ohrada Hluboka nad Vltavou,

Zoo Olomouc, ze atince Biologického centra AV a dvatlena naSi laborati@ (priloha 3).
Celkem bylo ziskano 137 vzarlsér (Tab. 4).

Tab. 4: Péty vzorka ziskanych z jednotlivych zoologickych zahrad.

Pivod vzorka seér Pdet vzorka
Zoo Dwvir Krélové nad Labem 84
Zoo Olomouc 6
Zoopark Vyskov 21
Zvétinec Biologického Centra AYR 2
Zoo Ohrada, Hluboka nad Vlitavou 1
Z00 a BZ n¢sta Plzé 21
Lidské sérum 2

4.2. KONTROLA SER NA RITOMNOST PROTILATEK METODOU ELISA A POMOCI
LYMETOP'® TESTU

VSechna séra byla zkontrolovdna n#tgmnost protildtek IB. burgdorferi s.s.,

B. afzelii a B. garinii pomoci metody ELISA a dale &\ nedostupnosti specifickych
protilatek pomoci komeéniho Lymetop® testu. B vyhodnocovani vysledkmetodou ELISA
byly oranzo¥ zabarvené vysledky vyhodnoceny jako pozitivni raelové protilatky
(Obr. 5,P), bezbarvy vysledek jako negativni (@HiN).
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Obr. 5: Riklad vyhodnocovani vysledkziskanych metodou ELISA: (P- pozitivni na
protilatky, N- negativni na protilatky).

Pii vyhodnocovani vysledkLymetop™® testi bylo sérum vyhodnoceno jako pozitivni
na boreliové protilatky pokud se objevil prouZzekestovaci oblasti T (Test) i v kontrolni
oblasti C (Control (Obr. 6 vpravo). Pokud se prda®blasti T neobjevil do 20. minuty bylo

sérum vyhodnoceno jako negativni (Obr. 6 vlevo).

Obr. 6: Riklad vyhodnocovani Lymetdfiimunochromatografickych tespro detekci Ig

protilatek, (vpravo- pozitivni vysledek, vlevo- raiyni vysledek).

Vysledky test ELISA a Lymetop® testi byly shrnuty do tabulky detns celkové informace
0 kazdém ziskaném vzorku (Tab. 5).
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Tab. 5: Séra zkontrolovana nétpmnost protilatek. P- pozitivni na protilatky, Negativni

na protilatky.

o Druh Pohlavi| DA™ | objem(mi) | Vysledek
79 adax nubijsky ? 21.12.2008 1,70 P
44 adax nubijsky ? 30.12.2006 2,00 P
49 adax nubijsky 3 5.8.2003 1,50 P
47 adax nubijsky ? 12.1.2001 1,00 P
48 adax nubijsky ? 24.11.2000 1,50 P
57 antilopa kaska ? 29.1.1998 1,50 P
22 antilopa skakava ? 29.12.2008 1,50 N
93 antilopa vrana ? 15.11.2011 1,50 N
56 antilopa vrana ? 6.11.2006 1,50 P
91 | antilopa vrana ? 9.10.2006 2,00 P
90 antilopa vrana ? 22.5.2004 0,60 P
5 | bahnivec horsky ? 19.6.2009 1,00 N
82 | bongo lesni ? 22.12.2010 2,00 P
80 buvol kafersky 3 30.9.2012 0,50 N
66 gazela dama ? 17.2.2010 0,50 N
52 gazela dama ? 5.11.2008 0,60 P
51 gazela dama ? 2.10.2004 0,50 P
29 gazela dama 3 2.10.2004 0,70 N
50 gazela dama ? 14.6.2003 0,80 P
4 gazela thomsonova d 2010 1,50 P
3 gazela thomsonova d 2009 0,50 P
63 | hyena skvrnita d 6.8.1989 3,50 P
62 impala jihoafricka d 7.3.2011 0,70 N
69 | impala jihoafricka d 2.1.2009 0,70 N
67 impala jihoafricka ? 23.1.2004 1,20 N
30 kudu maly 3 6.12.2006 1,50 P
68 | kudu maly ? 20.5.2004 1,50 P
46 | kudu velky ? 24.7.2012 1,00 P
18 | lev indicky ? 12.3.2000 1,00 N
20 nosorozecerny ? 22.9.2010 2,70 N
14 nosorozecerny ? 13.12.2009 0,20 N
21 nosorozecerny 3 19.2.2006 1,50 N
53 nosorozecerny ? 1,50 N
19 nosorozecerny 3 3.12.1992 1,50 N
13 nosorozecerny 3 18.3.1979 0,90 N
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15 nosorozecerny 3 3.11.1977 0,40 N
73 nyala nizinna ? 17.6.2012 0,50 N
54 nyala nizinna ? 26.1.2007 0,80 P
89 oryx jihoafricky 3 25.4.2011 0,70 P
58 oryx jihoafricky ? 13.2.2000 2,00 P
43 osel somalsky 3 4.6.201Q 0,90 P
55 pakin béloocasy ? 20.8.2012 1,50 N
28 pakin béloocasy 3 7.7.2012 1,50 N
26,25 | pakn b&loocasy ? 27.5.2007 1,50 P
94,96 | paovceiivnata d 25.6.2012 2,00 P
8 | paovce fivnata d 13.3.2010 1,00 P
9 | paovce fivnata d 13.3.2010 0,70 P
6 | paovce fivnata d 16.2.2010 1,50 P
7 | paovce fivnata d 4.7.2009 1,00 N
23 paovce fivhata d 12.10.2007 2,00 P
16 pes hyenovy ? 25.9.2008 0,50 P
17 pes hyenovy ? 25.9.2008 1,00 N
35 prase savanové ? 10.4.2008 0,50 N
2 piimorozec Savlorohy, & 21.6.2012 1,50 P
32 gimorozec Savlorohy, ¢ 10.4.2012 1,50 N
76 Eimorozec Savlorohy d 10.3.2011 1,50 N
75 | gimoroZec Savlorohy| © 432011 0,50 P
65 gimorozec Savlorohy, ¢ 25.1.1999 0,70 P
71 pStros africky 21.8.2012 0,50 N
72 pStros africky 21.8.2012 0,80 N
64 serval 3 17.10.1996 0,20 N
36 skot charolais ? 1,50 N
34 skot dahome d 25.1.2011 1,00 N
85 | vodugka jelenovita d 19.8.2004 1,50 N
78 voduSka znamenna 3 5.2.2012 2,00 N
11 voduSka znamenna ? 15.7.2011 1,50 N
84 voduska znamenna 3 11.1.2011 0,60 N
83 voduska znamenna d 30.12.2010 0,70 N
42 | zebra bezfiva d 24.4.2011 1,50 P
41 | zebra bshmova d 4.1.2012 0,60 N
40 | zebra bshmova d 22.9.2011 2,00 P
39 | zebra bshmova d 29.8.2011 2,00 P
38 | zebra bshmova d 13.8.2011 0,70 P
37 | zebra bdhmova d 1.5.2011 2,00 P
31 zebra béhmova ? 4.2.2006 1,50 P
88 zebra damarska 3 20.5.2007 0,70 P
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59 zebra hartmannoveé 3 31.7.2011 0,50 P
61 zebra hartmannoveé ? 14.7.2011 1,70 P
60 zebra hartmannoveé ? 27.6.2011 1,50 N
70 zebra hartmannoveé ? 2.11.1997 2,00 P
1 zebra hartmannové 3 26.11.1997 3,00 P
12 Zirafa rothschildova 3 22.6.2012 1,50 N
74 zirafa rothschildova ? 6.2.1990 1,50 N
45 | zirafa sfovana ? 24.7.2012 0,50 N
1 gepard Stihly 14.8.2001 0,40 N
2 koza Srouboroh& 2011 1,50 P
6 kozorozec kavkazsky 15.8.2009 1,10 P
4 levhart mandzursky ? 12.7.1996 3,00 N
5 los evropsky 2010 0,20 P
3 sob polarni ? 0,80 P
20 | koza hada ? 13.2.2009 0,70 P
8  |koza kamerunska ? 1.2.2012 2,00 P
17 koza karpatské ? 12.4.2010 0,80 P
22 koza kaSmirska 3 15.4.2010 1,70 P
6 | kan fjordsky ? 15.8.1995 2,00 P
9 | kan fjordsky ? 25.5.1995 1,00 P
3 | kan tarpan ? 16.1.2012 0,80 P
5 kan tarpan 3 10.2.1990 3,50 P
4 | kit shirsky ? 28.5.2010 1,50 P
11 | kin shirsky ? 0,20 P
12 | kin shirsky ? 26.7.2004 2,30 P
15 lama krotka 3 28.6.2010 0,50 P
1 osel balkansky ? 1992 2,50 P
10 osel balkansky 3 6.5.2003 0,50 P
24 | ovce capova ? 6.3.2007 1,80 P
7 | ovce kamerunska . 23.3.2009 1,30 P
19 | ovce suffolk ? 1.2.2012 2,10 N
23 ovce valaSska ? 7.2.2011 0,50 P
21 | ovce vesovistni . 15.3.2007 3,50 N
2 pony shetlandsky ? 29.9.1997 1,50 P
13 pony shetlandsky 3 6.5.2003 1,60 P
26 moke domaci 2,50 N
25 kralik domaci 4,00 N
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ZOO OHRADA HLUBOKA NAD VLTAVOU

_ ZOOOHRADAHLUBOKANADVLTAVOU
27 plameak | | | o050 | N |

ZOO A BZ MESTA PLZEN

36 buvolovec Blocely 2,30 P
33 gibon lar ? 1,50 P
49 goral horsky 3,00 N
50 goral horsky 2,50 N
38 guereza angolska 0,01 N
28 jelen wapiti 3 1,00 P
29 kamzik Blak 0,50 P
30 kamzik Blak 0,20 P
31 kamzik blak 1,00 P
39 kamzik Blak 3 2,00 P
32 krajta tmava 0,50 N
45 krokodyl siamsky 1,50 N
46 krokodyl siamsky 3 0,50 N
47 krokodyl siamsky 0,50 N
37 lev pustinny 1,00 N
40 Sakakabrakovy ? 1,00 P
41 | vk obecny ? 2006/ 0,50 P
42 | vk obecny ? 2006 2,30 P
43 | vik obecny ? 2006 2,50 P
27 voduska leve 2,00 P
35 Zelva papista 1,00 N
¢lovék moudry 0
1 (Eva Drskova) 1.3.1991 3,00 N
¢lovék moudry 0
2 |(Hana Slaba) 29.1.1991 2,50 N

25



Celkem bylo zkontrolovano 137 vzdrkér. Pozitivni vysledek n&ippmnost
boreliovych protilatek byl zji&h u 57,7% vSech vzoika negativni u 42,3% (Tab. 6).

Tab. 6: Shrnuti vysledkkontrol vzorki sér na boreliové protilatky.

Pocet vzorki
Metoda celkem pro danou | Pozitivni vysledek | Negativni vysledek
metodu
ELISA 35 28 7
Lymetop ™® test 102 51 51
celkem 137 79 (57,7%) 58 (42,3%)

Nejvétsi zastoupeni vzoikpozitivnich na boreliové antigeny bylo v Zoopakkyskov
(Tab. 7). Z celkového @tu 21 vzorki bylo 90,5% pozitivnich. V Zoo Olomouc, Zoo BZ
mésta Plzé a v ZOO Dwir Krélové nad Labem bylo zastoupeni pozitivnichrikdanezi 52,4

a 66,7%.

Tab. 7: Shrnuti vysledkkontrol na boreliové protilatky podlgipodu sér.

o

Pivod vZorki Sér Pocet vzorki Pozitivni Negativni
celkem vysledek vysledek
Zoo Dwuir Kralové nad Labem 84 44 (52,4%) 40 (47,6%
Zoo Olomouc 6 4 (66,7%) 2 (33,3%)
Zoopakr Vyskov 21 19 (90,5%) 2 (9,5%)
Zvétinec Biol. Centra AWCR 2 0 (0,0%) 2 (100,0%)
Zoo Ohrada Hluboka nad Vitavo, 1 0 (0,0%) 1 (100,09
Z0o a BZ Mesta Plzé 21 12 (57,1%) 9 (42,9%)
Lidské sérum 2 0 (0,0%) 2 (100,0%
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U Zivocisnych tid plazi a ptaci bylo zastoupeni pozitivnich vZoék0%, u
téidy savci 64,2% (Tab. 8).

Tab. 8: Shrnuti vysledkkontrol sér na boreliové antigeny podle taxonomiek rozdleni
zvitat.

Trida Rad Pozitivni vysledek | Negativni vysledeK

savci sudokopytnici 49 30
lichokopytnici 23 9
Selmy 6
zajicovci 0 1
primati 1 3
hlodavci 0 1

savci celkem 79 50
ptéci 0 3
plazi 0 5

Vzorky negativni naiftomnost boreliovych protilatek byly pouZity prol$ieexperimnety.

4.4. KONTROLA DRUHOVECISTOTY A INFEKCNOSTI BORELIOVYCH KULTUR

U vSech kultur pouZitych v experimentech byliegem zji&no, zda v nich nejsou
zastoupeny dalSi druhy borelii v jednom vzorku. ala byla provedena metodou PCR s
pouzitim druhow specifickych primer Gl (B. burgdorferi s. s.), Gll B. garinii) a GllI
(B. afzdlii). Bylo zkontrolovanall boreliovych kultur (Tab. 10). K dalSi praci byppuZzity
jen ,Cisté" kultury obsahujici jen jeden druh borelii.lZ zkontrolovanych vzofk bylo
k pouziti vhodnych 5. Vzorek 1 obsahujici pouzehdBuburgdorferi s. s. (Obr. 7), vzorek 4 a
9 obsahujici pouze druh garinii, a vzorell; .1 obsahuijici poefzdii (Tab. 9).

Tab. 9: Vysledky PCR reakci pro zjgvani zastoupeni jednotlivych diuborelii v tiznych
vzorcich. m- pozitivni vysledek (fitomnost druhujp- negativni vysledek (népomnost

druhu)

- Oznaceni vzorki
Primery | SPecifita 5 217 5] 6] 7] sl 9] 10
primer @
Gl Bbss. | m i i i i i L [ i L m
Gll B.g. O u O u u u i L L] L] i
G TBaT o [ = o || s |a][w[ofo0
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GI GII GIII NK M

i

2000bp

103 1bp
500bp
300bp
100bp

Obr. 7: PCR reakce s druhospecifickymi primery GIB. burgdorferi s.s.), Gll B. garinii),
Glll (B. afzdii), NK (negativni kontrola, M (marker). Zkoumany vek je B. burgdorferi s.s.
kmen B31.

Kultury obsahuijici jen jeden druh borelii byly zkemovany pomoci metody PCR na
piitomnost get zodpowdnych za infeknost (Tab. 10), (Obr. 8).

visE NE pncA NK adeC NEK  marker

2000bp
496bp 103 1bp
243bp 500bp
110bp 100bp

Obr. 8: Potvrzeniiftomnosti gen vISE (110bp), pncA (243bp), adeC (496bp), v kidttislo
1- B. burgdorferi s.s. kmen B31, (NK-negativni kontrola).
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Tab. 10: Vysledek kontrol kultur nafifpmnost 3 gein zodpo¥dnych za infeknost @-

pifitomnost genug- negitomnost genu).

Kultura VIsE pncA adeC
1 ] ] [ ]
3 ] O |
4 [ | u u
9 O ] ]
11 ] ] [

Byly ziskany 3 kultury ,které obsahovaly vSechngedy zodpo¥dné za infeknost.
Byly to kultury B. burgdorferi s.s. kmen B31B. garinii aB. afzelii kmen CB43. Tyto kultury
byly pouzity pro dalSi experimenty.

4.5. VYHODNOCENI| TESTU CITLIVOSTI BORELII KE KOMPLKENTU POMOCI
MIKROSKOPIE TEMNEHO POLE A PETOKOVE CYTOMETRIE
Vysledné hodnoty z oblasti P1 (Obr. 4, 9) g#&né ptitokovym cytometrem udavaji

procentualni zastoupeni mrtvych Blirv pozorovanych vzorcich (Tab. 11, 12,).

Experiment Mame: EXP3

Specitmen Mame:  Specimen_001

Tube Mamea: 14

Recard Date: Mo 15, 2013 3:32:35 AM

FOP: Administrator

GLID: Ebdbre3d-d263-45d9-8504-1104cBf4d001
PE-Texas Red-A

Fopulation #Events %Parent Mean

B singlety 25,358 g4.4 6,506

O harelie 2513 494 6,495

B P1 7174 283 18,080

Obr. 9: Vysledek vygenerovanyipokovym cytometrem (DK71+B. afzelii).

V tabulkach 11, 12, 14, 15: u ozemi vzorkucislo zn&i c¢islo vzorku totozné
scislovani v tabulce 5, nasledujici 2 pismenacirzgjaké organizace/zoologické zahrady
vzorky pochazeji (DK- Zoo Dwr Kralové nad Labem, VY- Zoopark Vyskov, HL- Zoo
Ohrada Hluboka nad Vitavou, PL- Zoo a B2£sta Plzé, OL- Zoo Olomouc, AV- Zétinec
Biologického Centra AWCR, HU- lidské sérum)
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Tab. 11: Test citlivosti borelii ke komplementu- £FComplement Sensitivity Assay).
Vysledky neieni pomoci pitokového cytometru. Vysledek uveden v % mrtvychd&uR1
(Obr. 9).

— ™
i< c D ©._ o
S 3 s§ | 3ZTHZg TE | TO
= . 5 R SY[22%8 38 | &%
a8 ®
mrtvych bugk (%)
savci | sudokopytnici| antilopa skakava DK
antilopa vrana DK9
bahnivec horsky DK5
buvol kafersky DK8 0,7 1,3 0,6
gazela dama DK6
DK29 50
goral horsky PLA9 2,2
PL50 2,4
impala jihoafrickda | DK62
DK67
DK69
nyala nizinna DK7 0,8 3,0 15
ovce suffolk VY19
ovce wesovistni VY21
pakin béloocasy DK55 2,8 2,7
DK28 3,1 1,7
paovce Fivnatd DK7 4.7
prase savanové DK 1,4 3,6 4,3
piimorozec DK32
Savlorohy
DK76
skot charolais DK3
skot dahome DK3
voduska jelenovita] DK8 3,3 3,9
voduSka znamenna DK
DK78
DK83
DK84
Zirafa
rothschildova DK12
DK74
zirafa sfovana DK45 51
lichokopytnici
nosorozecerny DK13
DK14
DK15
DK19
DK20 4,9
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DK21 3,2
DK53
zebra b6hmova DK4] 25
zebra hartmannové DK6 2,3
Selmy
gepard Stihly OL1 3,0
lev indicky DK18 0,8
lev pustinny PL37 1,1
levhart mandzursky OL4 2,6
pes hyenovy DK17 3,0
serval DK64 1,3 - -
zajicovci
kralik doméci Av2 s
primati
¢lovék moudry HU1 3,1 4,9 1,7
HU2 | 28 [IIS 25
hlodavci
morte domaci AV26] 29 3,3 1,4
ptaci | plam@éaci
plama&ak mizovy HL27 5,0 2,3 16,5
pStrosi
pStros africky DK71
DK72
plazi | Supinati
krajta tmava PL3
zelvy
Zelva papr&ta PL35
krokodyli
krokodyl siamsky PL4AY 15 1,0 0,0
PLA46 0,5 0,1 0,0
PLA7 0,0 0,1 0,1

Praimérné procentualni zastoupeni borelii vykazujicicakgrmortality ve vzorcich

bylo porovnano s hodnotami zipokového cytometru (Tab.12).

Tab. 12: Porovnani vysledlkz pritokového cytometru s pozorovanim pod mikroskopem

s temnym polem. (Pouzit burgdorferi s. s.)

Oznateni Druh zvitete Pratokova cytometrie | Darkfield mikroskop

vzorku % mrtvych bun ék % mrtvych bun ék
DK18 lev indicky 0,8 5,8

DK20 nosorozecerny 4,9 46,3

HL27 plamaiak rizovy 5,0 50,9

DK55 pakin béloocasy 2,8 9,0

PL49 goral horsky 2,2 15,2

oL4 levhart mandzursky 2,6 13,1

AN ovce esovistni

AV25 kralik domaci
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Podle tabulky 12 byly vyhodnoceny vysledky #atpkového cytometru. Hodnoty
0,0az3,0jsou vyhodnoceny jako séra bez boreliacidnigihkii, hodnoty3,1az5,0jako séra
se slab boreliacidnim Ginkem, BJl@Zd00 jako séra se ®dre boreliacidnim Ginkem a
hodnotyBIBEINE jako silrs boreliacidni séra.

Shrnuti vysledkii:

Mezi zastupcsudokopytniki byla velka variabilita ve schopnosti zabijgtmé druhy
borelii prostednictvim séra. Nedd se jednogma urgit vzor platny pro skupinu
sudokopytnik. Pouze u druh®. burgdorferi s.s. byl pozorovan pmérné nizsi boreliacidni
ucinek nez u dvou ostatnich druh

Séra antilop skakavych, bahnivce horského a geael Wykazovala sédre az silre
boreliacidni dinky ke vSem item zkoumanym drutm borelii. Séra buvola kaferského a
nyaly nizinné nejevila Zzadné znamky reakci s beneli B. burgdorferi s.s. v séru gorala
horského peziva, naopak nB. garinii aB. afzelii ma toto sérum sdre boreliacidni dinek.
Sérum impaly jihoafrické i vSechny 3 druhy borelii. Sérum ovci suffolki@sovistni bylo
stredrg boreliacidni praB. burgdorferi s.s. aB. afzdlii, silné pro B. garinii. Pakin béloocasy
ma sérum s nulavboreliacidnim tGinkem uB. burgdorferi s.s. aB. afzdlii, proB. garinii ma
ale silny boreliacidni &inek. Sérum paovce fiknaté ma ke vSem 3 driim stedni
boreliacidni dinek. Sérum prasete savanového #entadny vliv naB. burgdorferi s.s. a
slak® zabijeloB. garinii a B. afzelii. PiimoroZec Savlorohy ma sérum siatoreliacidni kB.
burgdorferi s.s. a silé k B. garinii aB. afzelii. V sérech skotu charolais a dahomeragjval
druhB. garinii, a na drulB. afzelii m¢la tato séra gedre boreliacidni dinky. B. burgdorferi
S.S. v séru skoturezivaji. borelie. Voduska jelenovita a znamennggfairothschildova a
sitovana maji sérum setrstire boreliacidnim dinkem naB. burgdorferi s.s. a se silnym
boreliacidalnim tinkem naB. garinii aB. afzdlii.

Ze skupiny lichokopytnika byly pozorovany boreliacidni¢inky sér nosoroic a
zeber. NaB. burgdorferi s.s. n¢lo sérum nosoroZcstredre silné boreliacidni &inky a sérum
zeber, nefisobilo Zadné zemy v Zivotnosti borelii. Na. garinii aB. afzelii méla séra zeber i
nosorozé silné boreliacidni €inky.

U Sesti pozorovanych zat ziadu Selem byly pozorovany velmi slabé az zadné

boreliacidni @inky proB. burgdorferi s.s.,B. afzelii i B. garinii.
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Sérumkralika silné zabijelo vSechny druhy borelii. V sémoréete naopak vSechny
druhy pezivaly.

V pta¢im séru pezival druhB. garinii. Druh B. burgdorferi s.s. byl stedre siln¢
zabijen a drulB. afzelii byl zabijen silg.

Mezi plazy m¢lo nejvice boreliacidni dinky sérum Zelvy papi#é, ketré zabijelo
vSechny 3 druhy borelii. Sérum krajty tmavé&lon témet srovnatelné &inky, jen B.
burgdorferi byly stedre boreliacidni. V séru krokodglsiamskych pezivaly vSechny 3 druhy
borelii.

Lidské sérum nerédo naB. burgdorferi s.s. aB. afzelii Zzadny vliv. NaB. garinii mélo
lidské sérum sedreé boreliacidni dinky. VSechny 3 pozorované boreliové druhy v lidkém
séru pezivaly.

Ke kazdému experimentu bylyigany jako kontroly mrtvych a Zivych beik vzorky
piipravené ziisté kultury bez fisad inkubované s ostatnimi vzorky a z kulturyizamé na
56°C po 30 minut pro usmrceni kn(Tab. 13).

Tab. 13: Vysledky kontrol v experimentech. Hodnatpritokové cytometrie % mrtvych
burgk.

Borrelia Borrelia garinii Borrelia afzelii
burgdorferi  sensu
stricto

mrtvé borrelie zatti
na 56°C na 30 min

Zivé borelie

Inkubaci sér 30 minutip37°C s EDTA doSlo ve vzorcich k inaktivaci altativni i
klasické cesty aktivace komplementu. Vysledky tohestu z pitokového cytometru ukazuji
nulovy boreliacidni dinek ®chto upravenych sér (Tab. 14, 15). Pro s&fitspravnosti
vysledki byla jako druha varianta pouzita metoda inaktiv&sehto obou cest aktivace
komplementu zafivanim 30 minut § 56°C. Ri porovnani vysledk z pritokového
cytometru je patrné, Ze dlyto metody komplement opravdu inaktivuji (Tab).14

Inkubaci &chto sér 30 min.ip37°C s 4mM MgCJ] a 10mM EGTA doslo k inaktivaci
klasické cesty aktivace komplementu (Tab. 15). ¥gkYy tohoto testu byly srovnatelné
s vysledky testu citlivosti borelii ke komplemer@$A (Tab. 15). Na zabijeni borelii se tedy

podili alternativni cesta aktivace komplementu.
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Tab. 14: Porovnani vysledknaktivace komplementu z&kianim a pidanim EDTA
Z praitokového cytometru.

Oznafeni vzorku Inaktivace  komplementu| Inaktivace = komplementu
zahratim 56°C 30 min piidanim 10mM EDTA
DK22 2,8 2,1
DK93 1,1 2,5
DK5 2,4 2,8
DK80 1,0 1,8
DK66 1,5 1,0
DK62 3,0 0,6

Tab. 15: Porovndmi vysledkz pritokového cytometru. (EDTA- inkubace sér 30 mih. p
37°C s 10mM EDTA, CSA- vysledky z Tab. 11, Mg-EGTidkubace sér 30 minfip37°C
s 4mM MgCh a 10mM EGTA)

— Borrehaburg_dorferl Borrelia garinii Borrelia afzelii
Oznaceni sensu stricto
vzorku Mg- Mg- Mg-
EDTA | CSA EGTA EDTA | CSA EDTA | CSA EGTA
DK18 0,7 0,8 1,1 4,8

DK20 2,2 4,9

DK55 25 | 28| 38 1,8 24 | 27| 31
PL49 35 | 2,2 3,4 3,0 _
OL4 22 | 26 | 27 | 2,7

VY21 | 39 | 29 | \_
H27 | 21 |50 48 | 15 [23] 16 | 28 |
AV25 | 15 25 \
AV26 | 3.1

34



5. DISKUSE

RozlozZeni pozitivity zwiat na boreliové protilatky je velmiiznorodé. Ve vzorcich ze
Zooparku VysSkov na Jizni Moravbylo zjis€no 90,5% zwiat pozitivnich na boreliové
protilatky. Toto vysok&islo mize byt dano bdi vysokym vyskytem Kkligat infikovanych
boreliemi nebo druhy, na kterych byly testy provedelsou to 4 zastupci koz, 5 ovci a 11
druhi z celedi konovitych. Ze 14 zwfat zceledi kaiwovitych ze Zoo ve Dvie Kralové nad
Labem na severovychdd ech byly pouze 2 negativni na boreliové protilatiyto 2 zebry
narozené v letech 2011 a 2012. Sérwuhto 2 zeber pritestu citlivosti borelii ke
komplementu vykazovalo boreliacidniciaky na druhy B. garinii a B. afzelii. Druh
B. burgdorferi s.s. v kdéiském séru feziva. Tento fakt da zceledi kaiovitych druh
rezervoarové hostitele pro druB. burgdorferi s.s. Toto zji&ni odpovida vysledim
Kurtenbachovy prace, ktery prokazal, zeigke sérum ma boreliacidnéigky na druhyB.
garinii, B. valaisiana, B. afzelii aB. japonica (Kurtenbach et al., 1998). Zebry pouZité v testu
byly mladé a pravtpbodobr jeSt negisly do kontaktu s infikovanym kli&em.

VSech 5 drufl ziskanychkozich sér bylo na protilatky pozitivni. Z toho 1 pochihze
Zoo Dwvir Kralové nad Labem a 4 ze Zooparku VySkov. Veistudbku 1996 Ciceroni uvadi,
Ze pongr sér s vyskytem boreliovych protilatek ke vSsem wkanym kozim sém-133
(seroprevalence) byl 36,8%. Ve stejné studii bidauzmana seroprevalencesosh sér a bylo
zZjisténo 14,1% pozitivnich sér z 269 zkoumanych (Cicerenial., 1996).0v¢i séra ze
Zooparku VySkov vykazovala v testu citlivostifedre boreliacidni dinky k druhim B.
burgdorferi s.s aB. afzelii. K B. garinii bylo owi sérum sil& boreliacidni, stej#jako bylo
zjisténo v Kurtenbachoy studii (Kurtenbach et al., 1998). Ve studii z rok@97 byla také
zjiSténa &tSi seroprevalence u kozich sér (5%) nez &iabv(0%) a psich (0%) (Ciceroni et
al., 1997). Druhy koz jsou vi{méru castji nakazeny nez druhy ovci, proto jsou
pravdEpodobrgjSimi rezervoarovymi hostiteli borelii.

SéraSelem ktera byla testovana zahrnovala 5 viorkeledi kakovitych a 1 sérum
z ¢eledi hyenovitych. Zadné #dhto sér nebylo schopnogiané zabijet borelie z druhu
B.burgdorferi s.s.,B. garinii aniB. afzelii. Resistencesthto drulii borelii v séru kékovitych
Selem je ve shadse zjiSénim, ke kterému dosli v roce 2005 Bhide a kolekiaSe ndieni
potvrzuje jejich hypotézu, Ze domestikovanaiatd zceledi kakovitych Selem hraji roli
v kolobéhu €chto spirochét mezi hostiteli agmasei (Bhide et al., 2005). Lze tvrdit, Ze tyto
druhy jsou rezervoarovymi hostiteli pro drulB/burgdorferi s.s., B. garinii a B. afzdlii
V prirock.
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U ziskanych sér &eledi psovitych Selem nebyly provedeny testy na citlivost borelii
ke komplementu, protoZe vSechna 4 ziskana séralk3abecny, 1x Sakatabrakovy) byla
pozitivni na boreliové protilatky. BoreliB. afzelii a B. burgdorferi s.s.B. garinii v sérech
psovitych Selem igzivaji s mirnymi ztratami a tak psovité Selnigdstavuji rezervoarove
hostitele pro tyto druhy (Bhide et al., 2005; Hevet al., 2000).

U sérnosorozai ¢ernych byla pozorovanatretini boreliacidni aktivita k druhB.
burgdorferi s.s. a silna K. garinii a B. afzdlii. VSech 7 ziskanych sér nosordbZmylo na
boreliové protilatky negativni ifpsto, Ze jejich & byl 3, 4, 7, 11, 34 a dokonce i 36 let.
Hypotéza Ze tato negativita mohla bytigpbena jejich tvrdou dZi, kterou klist Ixodes
ricinus vyskytujici se v Evrop neprokousne, ale nérhe byt pravdiva, protoZze v roce 2003
byl publikovan vysledek studie seroepidemiologiemégké borelibzy v zoologickych
zahradach v Bimecku. Tato studie ukazuje Ze ¥mecku, ze 3 testovanych nosorddilych
byli 2 pozitivni na boreliové protilatky (Stoebelad., 2003).

Séra krokodyld siamskych mla nulové boreliacidalni dnky pro vSechny 3
zkoumané druhy borelii. Vliv séra tohoto iadiho druhu na spirochéty rodorrelia jese
nebylo testovano (www.aseanbiodiversity.info).

Mezi komplementovym systémesavai a ektotermnich Zivchi, kam pati plazi je
vyrazny rozdil (Koppenheffer, 1987). Sérum Zelvyngété, kterd pai do skupiny plazi
vykazovalo silné boreliacidni¢inky na vSechny 3 zkoumané druhy borelii. Podojako
sérumkrajty tmave, které bylo také boreliacidni pro vSechrdrighy borelii. Sérum jedtky
druhu Sceloporus occidentalis je boreliacidni pro druhB. burgdorferi s.s. stejg jako
aligatorec sanmartinskyEl(garia multicarinata). Oba tito Ziv@ichové jsoufazeni dotradu
Supinati (Kuo et al., 2000).

Odlisnost ve vysledcich uvnittiidy plazi miZze byt dana dalSi odliSnosti
komplementovych systéimmezi jednotlivymirady Supinati, krokodyli a Zelvy. Zadna takovéa
data ale zatim publikovana nebyla.

Nami potvrzena rezistend® garinii k séruptéka, je v souladu s tvrzenim, &
garinii je spojena fedevsim s ptdmi hostiteli. Hod® publikovanych praci popisuiji izolace
B. garinii z kli¥at sebranych z niiskych ptak, kosi a bazant. Tak, napiklad, zji¥ovani
prevalence trznych druls borelie v klifatechl. ricinus na sthovavych ptécich v jiznim
Norsku ukézalo, Ze nejviceqvladajicim druhem bylB. garinii, a to v 77.8% (Kjelland et
al., 2010). Zji&ni, Ze ptai sérum ma schopnost eliminoBitafzelii, dla ze skupiny ptak

inkompetentni rezervoarové hostitele tohoto drutmeli.
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Sérum kralika melo silny boreliacidni Ginek na vSechny druhy borelii, coz
stoprocentd odpovida vysledkm Kurtenbacha, ktery testoval sérum zajice (Kurdehbet
al., 1997). V sérumoréete naopak podle nasich vysladkSechny druhy fezivaly, jen naB.
garinii se projevily velmi slabé boreliacidnicioky. Vysledkem Kurtenbacha pro sérum
kiretka byly stoprocent& boreliacidni dinky na B. burgdorfei s.s. aB. afzdii, i kdyZ B.
garinii podle jeho dat se komplementeiadka zabiji (Kurtenbach et al., 1977).

Nejvétsi mnozstvi zkoumanych sér bylo ze skupsudokopytniki. | tady naSe
spirochét komplex®B. burgdorferi s.l. v @girodk. Podle Kurtenbacha #y silné boreliacidni
Ucinky zkoumané kravy, jeleni a skot ke druliim borelii. Podle naSich vysledlkétSina
sér velkych sudokopytnikni¢i Uplné nebo ma silé boreliacidni dinky ke vSem item
zkoumanym druiim borelii, jako nafiklad u antilop skakavych, impaly jihoafrické, baroe
horského a gazel dam. Sérum paoveignaté ma ke vSem 3 draim stedni boreliacidni
(cinek a v sérech skotu charolais a dahome Bylgarinii silné hubeny aB. afzelii stredre
siln¢ hubeny i kdy2. burgdorferi s.s. pezivala.

Existuji studie, které ukazuji na rozdilnou citk¢d. burgdorferi s.s.,B. garinii a
B. afzdlii (Van Dam et al., 1997; Kurtenbach et al., 199%ovysledky souhlasi s vysledky
této prace a spaia¢ tak vyswtluji riznou patogenitu a klinické projevy lymeské boregfiéz
vyvolané tiznymi druhy borelie. Weni dalSich rezistentnich diuborelie, hlavs téch, které
pati mezi takzvané potencialrpatogenni, jako ndjklad B. bissettii neboB. valaisiana, ke
komplementu ¢lovéka, by gineslo cennou informaci ohle&npravdpodobnosti jejich
patogenniho charakteru.

Pomoci postupné inaktivace klasické i alternategsty aktivace komplementu bylo
prokazano, ze zabijeni borelii je zpieskovano alternativni cestou aktivace komplementu.
NaSe vysledky a ostatni studie potvrzuji, #ene druhy borelii se liSi v jejich schopnosti
aktivovat alternativni cestu aktivace komplemerimaiczy et al., 2002; Van Dam et al.,
1997; Brade et al., 1992). To je zartivepisob, kterym ,rezistentni“ borelie odolavaji
zabijeni boreliacidni aktivit komplementu (Bhide et al., 2005). Je nezbytné cstaid
molekularni podstatu tohoto jevu u fatiaclovéka. Ackoli jsou k dispozici gkteré publikace
o ¢loveéku, studie natznych zvfatech stéle chybi. Z tohoto hlediska je naSe prateni
dilezitd. Zadna prace tohoto druhu s pouZitim séttiekgch druhii zvitat nebyla dosud
publikovana.

NasSe prace prokazuje zajimavy fakt, Zze vysledidtzie u tchto exotickych zvat se

shoduji s vysledky prokazanymi u i typickych pro sedni Evropu, podle rozteni do
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skupin. Vysledky této prace ukazuji, Ze citlivosizmych druli spirochét komplexuB.
burgdorferi s.I. ke komplementu obratlofrge pravépodobr zakladni podminkou pro ¢eni
rezervoarovych hostitélmezi domestikovanymi zkdty i zviaty v @irodé. Interakce mezi
spirochétou a komplementem hostitele, ktera se hragé pimo v kliSeti pti sani krve
znicenim citlivych spirochét v Zaludku ki&e jeSt pred genosem na dalSiho hostitele, hraje
zasadni roli v dynamice globalnihdeposu borelii. Spektrum hostiiespirochét je uteno
citlivosti borelii ke komplementu &eného druhu obratlouc a distribuce d&chto
rezervoarovych hostitelhraje zasadni roli v ekologii spirochéteské Republice, Evrep

v globalnim ngfitku.
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Abstract
This study was conducted to evaluate the prevaleheatibodies again®orrelia bugdorferi
(Bb) s.l.and tick-borne encephalitis virus (TBEV) in zooraals in the Czech Republic. We
collected 133%erum samples from 69 animal species from 5 zazedd in different parts of
the country. The samples were obtained from eved-tmgulates (n=78; 42 species), toed
ungulates (n=32; 11 species), carnivores (n=13)exiss), primates (n=2, 2 species), birds
(n=3; 2 species), and reptilgs=5; 3 species). A high antibody prevalence of%6{n=80)
was observed for Bb s.I. On the other hand, onlg smimals exhibited TBEV-specific
antibodies, i.e. markhoiCépra falconeri) and reindeerRangifer tarandus), both from the
same zoo, located in an area endemic for TBEV. Bbthese animals were also positive for
Bb s.l. antibodies. Our results indicate that ehhaigimber of animal species in Czech zoos
were exposed to Bb s.l., and TBEV infection ocadiaeleast in one of the investigated zoos.
Considering the pathogenic potential of these twk-thorne microorganisms, clinical and
serological monitoring should be continued, andrapeutic and preventive measures,
respectively, should be taken when necessary.
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Introduction
Tick-borne diseases are frequent and widespretitkiCzech Republic (Suss, 2011). Despite
the medical importance of tick-borne zoonotic pgtms, very few reports have been
published on the prevalence of such infectionsaa animals. In 2007, a severe tick-borne
encephalitis virus (TBEV) infection was observediimonkey l[flacaca sylvanus) kept in an
outdoor enclosure of a monkey park in a TBEV-endearea in Germany. The monkey
developed staggering paresis of the hind legs,oirttoation, and intermittent opisthotonos
(Suss et al., 2007). A subsequent serological gueenonstrated that 2.6% of monkeys and
9% of sheep grazing on nearby meadows were setiygofr TBEV (Klaus et al., 2010).
Clinically manifest tick-borne encephalitis (TBE)ash been predominantly reported in
humans, occasionally in dogs, and rarely in hoese$ monkeys (Suss et al., 2007). For
continuous circulation of TBEV in natural foci, tmeaintenance hosts (small rodents and
insectivores) are of primary importance. However, the evaluation of natural foci, also
accidental hosts and indicator animals are impartaBEV infection in indicator animals
does not result in a significant level of viremiat lit induces an immunological response.
Thus, a serological survey on indicator animals m@ysed as a diagnostic tool to identify
natural foci of infection (GreSikova, 1972).
Despite the increasing importance of TBE and Lynseake (LD) in humans and certain
species of pet animals, there is only very limit@@drmation available on these infections in
wildlife and in - mostly exotic - animal speciegkén zoos (Stoebel et al., 2003; Klaus et al.,
2010). The aim of this study was therefore to stigate the seroprevalence Borrelia
burgdorferi (Bb) s.I. and TBEV in zoo animals in the Czech &W#jg with the purpose of
identifying potential Bb s.I. or TBEV active fochizoological gardens and determining
potential risk of exposure of exotic animals tosén@nportant tick-borne pathogens.

Methods
Serum samples were collected in 2013 in five zocatkd in different regions of the Czech
Republic, i.e. ZOO Dér Kralové nad Labem, ZOO Olomouc, Zoopark VyskowQQ@
Hlubokéa nad Vitavou, and ZOO and Botanical GardieP(Fig. 1). The blood samples had
been taken for different medical reasons, not liergurpose of this study, strictly observing
zoo and animal ethics regulations. The majoritythaf animals have been hosted in open
fenced areas, close to natural surroundings. Isetlaeas tick populations have been well
established since long time, and Bb s.I. and TBEWehbeen endemic in these areas at
variable degrees. Blood samples were centrifug@is80 x g for 10-15 minutes, and the sera
were collected and stored at -20°C and subsequatht80°C until analyses.

The presence of antibodies against Bb s.|. wasstigated by the LYMETOP+Vet test
(Promevet, ltaly), which detects IgG antibodiesimagfaBb sensu strictd3. garinii and B.
afzelii, according to the manufacturer’s instructions. TREMUNOZYM FSME IgG all-
species kit (Progen GmbH) was used for the detectib TBEV antibodies. Samples
exhibiting less than 63 Vienna Units (VIEU)/m| weazensidered negative, 63-126 VIEU/mI
borderline, and morthan 126 VIEU/mI positive. The borderline and positisamples were
subsequently retested by the ‘gold-standard’ plaggection neutralization test (PRNT) as
described by Béardo$ et al. (1983) with slight migdiions: sera (including positive and
negative controls) were diluted 1:4 in LeibawitL-15 medium (Sigma-Aldrich,
Germany) supplemented with 1% antibiotics (penigillstreptomycin, amphotericin B;
Sigma-Aldrich, German) and 3% fetal bovine serurfieiAheat inactivation of the sera at
56°C for 30 min, two-fold serial dilutions of tharaples in L-15 medium were incubated with
10° pfu of TBEV strain Hypr (the virudose was adjusted to cause almost confluent plaques
with 90-95% cytolysis) for 90 min at 37°C. 5x4.l,tﬁbrcine kidney stable (PS) cells were added
to each well. After 4 days of incubation, the cmlpernatant was removed and cells were
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fixed and stained as described previously (De Mhdnd Porterfield, 1969). The highest
serum dilution that caused a 90% reduction of ptaguas regarded the endpoint titre.

Results and Discussion
Infectious diseases can seriously disrupt effoaspteserve endangered animal species
(Stoebel et al., 2003). Information on incidencstribution and risk of diseases in captive
populations is often limited (Stoebel et al., 2003¢re, we present the first epidemiological
study on Bb s.l. and TBEV exposure of zoo animalsridemic areas in the Czech Republic,
and asses the distribution of Bb s.I. and TBEVdh@ms in Czech zoos and wildlife parks. In
the present study, 60% (n=80) of all samples teptsitive for antibodies against Bb s.I.
These included even-toed ungulates (n=48; 28 spled@ed ungulates (n=23; 10 _species?,
carnivores (n=7; 4 species), primates (n=1; 1 ssgciand birds (n=1; 1 species). Al
investigated reptiles (n=5; 3 species) were negdiiable 1).
A serological survey carried out in zoo animal$tnLouis represented the fist study
evaluating the exposure of a broad range of zomalsi in different age classes to Bb s.l.
(Feir et al.,1993). In German zoos and wildlifeksarl0.4% of animals were seropositive for
Bb s.l. and 11.3% reacted borderline. The percentdgeropositive individuals was related
to species and origin (zoo), and increased with agigthe animals. Sex and season did not
affect the seroprevalence (Stoebel et al., 2008ksTare ectoparasites of most types of
terrestrial and arboreal vertebrates, respectivelfeurope, LD endemic areas are maintained
through complex interactions between tick vectarsariety of spirochetes belonging to the
Bb s.l. complex, and a large number of vertebrattsh While some tick species show a host-
specificity or host-preference for blood feedintxofles hexagonus feeds mainly on
carnivores, whild. uriae is associated with seabirds (Gern et al., 1993e®kt al., 1993},
ricinus, the main tick vector for Bb in Europe, is consetkto be a generalist in feeding. It
feeds on numerous mammalian, avian and reptilian $ecies in the European woodlands,
thereby supporting natural transmissionBuafrreliae. This generalist’'s feeding habit of
ricinus contributes significantly to the persistence ofreghetes within endemic areas.
Recently, Gern (2008) showed that more than 24@ebete species are important in the
maintenance of the European populationd.daficinus. Today, the reservoir role of small
rodents and various species of birds, especialljurgi-nesting, ground-foraging and
migratory birds, for the circulation dBorrelia in nature has been unanimously accepted.
Nevertheless, little information is available ore teignificance of most animal hosts as
sources for infecting. ricinus with B.b. s.I. and TBEV, respectively. Tick xenagnhosis is
the only way to really demonstrate the infectivitlf a vertebrate species. However,
xenodiagnosis is a very fastidious method, as hbsige to be capturedpaintained in
captivity, and pathogen-free laboratory coloniesicks must be available. While small and
medium-sized animals like hares, hedgehogs or sdgiimight contribute to Bb s.l. infection
of ticks (Gern et al.,, 1997; Humair, 2002), theeraf large mammals like ungulates in
infecting ticks with Bb s.I. was denied. Large ebrates such as deer are neither considered
susceptible to Bb s.l. infection (Telford et al988, Margos et al., 2011) nor serving as
reservoir hosts for Bb s.I. When leaving a posstd@smission by co-feeding apart, large
mammals are often a dead end for Bb s.|. and thelevant for the pathogen’s maintenance,
although their role as hosts for ticks, particylatiult ticks, might be rather significant (Gern,
2008).
ELISA and Western Blot are the most commonly usestst for the diagnosis of Bb
antibodies. However, the detection of antibodiesireg Bb does not necessarily confirm the
presence of active spirochete infection in the elwdte; it might just reflect the immune
response to the germ. Even the detection of spgtecBNA in the host by PCR does not
allow conclusions whether a specific animal speisescompetent reservoir host for Bb, and
whether the bacteria are alive or viable.
DNA fragments from dead bacteria can be detectedynmaonths after the pathogen was
killed by the host complement (Kurtenbach et @02).
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However, the detection of antibodies against Bars 60% of the samples confirms that zoo-
housed animals (local and exotic species) have éegosed to tick bites and Bb s.l. similarly
to free-ranging wild vertebrates. The reservoir petance for Bb s.l. of each zoo-housed
animal species needs to be analyzed individually wil be subject of a separate study.
Hardly any study focused on the TBEV seroprevalén@®o animals. In Germany, 2.6% of
monkeys kept in an outdoor enclosure of a monkely @ad 9% of sheep grazing on nearby
meadows were seropositive for TBEV (Klaus et @1@. In our study, only two individuals
showed TBEV-specific antibodies: one markhGara falconeri) and one reindeeRéangifer
tarandus). Both animals were kept in the same zoo (ZOO @latn no. 4 in Fig. 1), located
in a TBEV-endemic area. Since two other samplestedaborderline in the TBEV antibody
ELISA, it was important that all samples prescrekety ELISA were retested by the
neutralization assay (PRNT) as “gold standard tes€xclude false-positive results (Klaus et
al., 2010; Rushton et al., 2013). The neutraliratssay confirmed the presence of anti-
TBEV antibodies only in the two samples (TableN9. TBEV-associated clinical signs have
been observed in these two animals. It is well-kmdhat several species of ruminants are
susceptible to TBEV infection, however TBEV-asstaiacentral nervous system disease in
ruminants is rare (e.g., Bago et al., 2002). Batimals were also positive for antibodies to
Bb s.I. The seroprevalence rates for TBEV and Bbrszoo animals add further information
to the ecoepidemiological status in this uniqueiremment, where a large variety of exotic
animal species are living in close proximity. Prewee measures should aim to minimise tick
infestation of zoo animals. The risk of infectioancfurther be reduced by avoiding habitats
with high tick density, such as wooded areas wathils and dense vegetation (Stoebel et al.,
2003). However, visitors of zoos are not at highek of exposure to tick-borne pathogens
than outside the zoo.
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Figure and Table legends

Figure 1 Geographical locations of the zoos included ingtugly shown in a TBE incidence
map(2000-2010) of the Czech Republic (ECDC,;
http://www.ecdc.europa.eu/en/healthtopics/emeraging_vectorborne_diseases/tick_borne d
iseases/tick_borne_encephalitis/country-profileBliBhingimages/Czech-TBE-incidence-
high-res.jpg:1. ZOO and Botanical Garden Pize2. ZOO Hluboka nad Vltavou, 3. Zoopark
Vyskov, 4. ZOO Olomouch. ZOO Dvir Kralové nad Labem. Colour code of the TBE
average annual incidence rate per 100,000 inhabitgallow: > 0.5 — 4.0; orange: > 4.0 —
8.5; red: > 8.5 - 18.5; brown: > 18.5.
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Table 1 Detection of antibodies against Borrelia burgdaorgel and tick-borne encephalitis
virus in sera of captive animals from Czech zoesaited results.

. . Borrelia burgdorferi s.I. TBEV
animal species — = —
No. positive No. negative ELISA neutralization test

Mammalls even toed ungulates white antelope Addax nasomaculatus 5 0 negative negative
roan antelope Hippotragus equinus 1 0 negative negative
springbok Antidorcas marsupialis 0 1 negative negative
sable antelope Hippotragus niger 3 1 negative negative
mountain reedbuck Redunca fulvorufula 0 1 negative negative
lowland bongo Tragelaphus eurycerus 1 0 negative negative
african buffalo Syncerus caffer 0 1 negative negative
blesbuck Damaliscus pygargus phillips 1 0 negative negative
dama gazelle Nanger dama 3 2 negative negative
Thomson's gazelle Eudor cas thomsonii 2 0 1 borderline (95 VIEU/ml); 1 negative negative
long-tailed goral Naemorhedus caudatus 0 2 negative negative
impala Aepyceros melampus 0 3 negative negative
elk Cervus canadensis 1 0 negative negative
mountain goat Oreamnos americanus 2 0 negative negative
domestic goat Capra aegagrus hircus 3 0 negative negative
Carpathian goat Capra aegagrus hircus 1 0 negative negative
Cashmere Capra aegagrus hircus 1 0 negative negative

markhor Capra falconeri 1 0 positive (145 VIEU/mI) positive (1:16)
West Caucasian tur Capra caucasica 1 0 negative negative
lesser kudu Ammelaphus imberbis 2 0 negative negative
greater kudu Tragelaphus strepsiceros 1 0 negative negative
guanaco Lama guanicoe 1 0 negative negative
Eurasian elk Alces alces 1 0 negative negative
nyala Tragelaphus angasii 1 1 negative negative
gemsbuck Oryx gazella 2 0 negative negative
Racka sheep Ovis orientalis aries 1 0 negative negative
Cameroon sheep Ovisorientalisaries 1 0 negative negative
Suffolk sheep Ovis orientalis aries 0 1 negative negative
Valachian sheep Ovisorientalis aries 1 0 negative negative
German Grey Heath Ovis orientalis aries 0 1 negative negative
black wildebeest Connochaetes gnou 1 2 negative negative
Barbary sheep Ammotragus lervia 5 1 negative negative
warthog Phacochoerus africanus 0 1 negative negative
scimitar oryx Oryx dammah 3 2 negative negative
Charolais cattle Bos primigenius taurus 0 1 negative negative
Dahomey dwarf cattle Bos primigenius taurus 0 1 negative negative

reindeer Rangifer tarandus 1 0 positive (414 VIEU/ml) positive (1:64)
waterbuck Kobus elipsiprymnus 0 1 negative negative
southern lechwe Kobus leche 1 0 negative negative
waterbuck Kobus elipsiprymnus ellipsiprymnus 0 4 negative negative
Rothschild's giraffe Giraffa camelopardalis rothschildi 0 2 negative negative
reticulated giraffe Giraffa camelopardalisreticulata 0 1 negative negative
toed ungulates Fjord horse Equus ferus caballus 2 0 negative negative
Shire horse Equus ferus caballus 3 0 negative negative
Tarpan horse Equus ferus ferus 2 0 negative negative
black rhinoceros Diceros bicornis 0 7 negative negative
Balkan donkey Equus asinus asinus 2 0 1 bordeline (63 VIEU/mI); 1 negative negative
Somali wild donkey Equus africanus somaliensis 1 0 negative negative
Shetland pony Equus ferus caballus 2 0 negative negative
maneless zebra Equus quagga borensis 1 0 negative negative
Bohmova Grant's zebra Equus quagga boehmi 5 1 negative negative
Burchell's zebra Equus quagga burchellii 1 0 negative negative
Hartmann's mountain zebra Equus zebra hartmannae 4 1 negative negative
carnivore cheetah Acinonyx jubatus 0 1 negative negative
spotted hyena Crocuta crocuta 1 0 negative negative
Indian lion Panthera |eo persica 0 1 negative negative
lion Panthera leo 0 1 negative negative
Amur leopard Panthera pardus orientalis 0 1 negative negative
African Wild Dog Lycaon pictus 1 1 negative negative
serval Leptailurus serval 0 1 negative negative
black-backed jackal Canis mesomelas 1 0 negative negative
grey wolf Canislupus 4 0 negative negative
primates lar gibbon Hylobates lar 1 0 negative negative
Angola colobus Colobus angolensis 0 1 negative negative
birds flamingos greater flamingo Phoeni copterus roseus 1 0 negative negative
ostriches ostrich Sruthio camelus 0 2 negative negative
reptiles  squamates Burmese Python Python bivittatus 0 1 negative negative
turtles radiated tortoise Astrochelys radiata 0 1 negative negative
crocodiles Siamese crocodile Crocodylus siamensis 0 3 negative negative
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Priloha 2: Klinickéa charakteristika lymeské boreliqgBarola a Raoult, 2001).

Klinicka charakteristika podle stadia infekce
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Priloha 3: Geografické rozlozeni zoologickych zahmadkud byly ziskany vzorky sér

(prevzato z http://www.eu2009.cz/cz/czech-republsieerepublika-3764 upraveno).
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