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1. Uvod

Je dulezité zkoumat patogenni potencial novych druhii borelie na modelovych zvitatech.
Tato zjisténi jsou nezbytnym faktorem pro vytvareni si pfedstav o Sifeni se bakterii, které by
mohly byt potencidlné nebezpecnymi i pro ¢loveka, predevsim v obdobi, kdy neustale dochézi
k objeveni a popisu novych druhti spirochét a onemocnéni, které vyvolavaji, se rychle rozsifuje

a stava se vetsSim problémem po celém svete.

1.1. Borelie

Borelie patii do kmene spirochaetes, do které mimo borelii patii i rod Treponema, zahrnujici
puvodce syfilidy. Jsou to drobné spiralovité bakterie s bi¢iky, které dosahuji délky az 50 pm,
jsou jednobunécné a mnozi se pricnym délenim. Pohybuji se aktivné. MnoZi se v hostitelich.
Jejich pfenos je zajistén ¢lenovci, riznymi druhy tvrdych klistat. Mezi boreliemi a pienaseci je

velice Uzka vazba (Bednar, 1999).
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Obr. 1: Spirochéta Borrelia burgdorferi (foto: M. Vancova, Parazitologicky ustav,
Biologické Centrum AV CR.)

1.1.1. Morfologie spirochét komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato

Borelie je gram - negativni, extracelularni bakterie, 4 az 30 um dlouha a 0,2 um Siroka.

Na obou koncich ma bic¢iky (Bednat, 1999). Jeji tvar umoziuje této bakterii Sroubovity pohyb,



pomoci néhoz velmi dobte dokaze prekonavat rtizné bariéry. Tuto schopnost umi bakterie dobte
vyuzit k pohybu ve vysoce viskoznim prostiedi, jako je napfiklad mezibunééna hmota. Je
schopnd vstupovat do bunék jako jsou fibroblasty, dendritické butiky nebo mikrofagy a v téchto
bunkach umi nadale ptezivat (Kifupka et al., 2008). Idealni teplota pro rist borelii je 30 — 34 °C
a jeji generacni doba je 12 hodin (Bednaf, 1999). Zvlastnosti u borelii je jejich genom,
predstaveny linearnim chromosomem. Na rozdil od borelie, ostatni bakterie maji genom
kruhovy (Madigan et al., 2012). Diky tomu, ze boreliim chybi enzymy potfebné pro tvorbu
aminokyselin, mastnych kyselin a nukleotidi, nejsou schopné samostatného ziti, a proto

potiebuji svého hostitele (Kiupka, 2008).

Bakterie z rodu Borrelia se daji rozd¢lit do dvou skupin, podle toho jaké onemocnéni
zpusobuji. Prvni skupinou jsou bakterie, které vyvolavaji navratnou horec¢ku: B. hermsii, B.
persica, B. crocidurae, B. duttonii, B. recurrentis, B. hispanica, B. coriaceae, B. lonestari, B.
miyamotoi, B. parkeri, B. turicatae, B. anserina (Ras M. et al., 1996).

Do druhé skupiny patii ptivodei lymské borelidzy - spirochéty komplexu Borrelia
burgdorferi sensu lato. Tato skupina zahrnuje B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. garinii, B.
americana, B. andersonii, B. californiensis, B. finlandensis, B. chilensis, B. carolinensis, B.
japonica, B. tanukii, B. turdi, B. sinica, B. yangtze, B. bavariensis, B. bissettii, B. kurtenbachii,

B. spielmanii, B. valaisiana, B. lusitaniae (Bunikis et al., 2004, Rudenko et al., 2011).

1.1.2. Taxonomie

Borrelia burgdorferi sensu lato je rozmanita skupina bakterii. Je celosvétove rozsifena

a neustale dochéazi k popsani novych druhd. V soucasné dobé je uznano 20 druhd borelii

(Rudenko et al., 2011).
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Obr. 2: Fylogeneticky strom spirochét komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato
(Rudenko et al., 2009). (*po publikovani tohoto fylogenetického stromu byli popsané dalsi 2
druhy borelie z této skupiny a to B. chilensis a B. finlandensis)

Ruzné druhy B. burgdorferi s.1. se ¢asto vyskytuji pouze na ur¢itém misté. Naptiklad
B. andersonii, B. bissettii, B. americana, B. carolinensis, B.californiensis, B. kutenbachii, jsou
nalézany piedevSsim v Severni Americe, zatimco B. garinii, B. afzelii a B. valaisiana, B.
japonica, B. turdi, B. tanukii, B. sinica, B. yangtze, B. lusitaniae, B. spielmanii, B. valaisiana
vyskytuji se v Evropé a Asii. B. burgdorferi s.s., B. bissettii a B. bavariensis se vyskytuji jak
v Evropé, tak 1 v Asii a Americe (Lee et al., 2003, Margos et al., 2011, Rudenko et al. 2011).

Predpokladalo se, ze v Jizni Americe Borrelia burgorferi s.1. neni pfitomna, kromé
Uruguaye. Tato domnénka byla vyvracena po objeveni druhu B. chilensis v této lokalité
(Ivanova et al., 2013). Dal§im druhem, ktery byl nedavno popsany je B. finlandensis ve Finsku.

Ptesné rozsiteni téchto druhit doposud neni znamo (Casjens et al., 2011).

1.1.3. Nové popsané druhy borelie

Diky neustale se objevujicim novym druhtim je taxonomie komplexu B. burgdorferi s.l.
stale komplikovanéjsi. B€éhem nékolika poslednich let bylo identifikovano vétsi mnozstvi

novych druhti borelie a to ptfedevsim ve Spojenych statech (Rudenko et al., 2009).



Tak v roce 2009 napiiklad doSlo k popsani hned 3 novych druhi, kterymi jsou B.
americana, B. carolinensis a B. bavariensis (Rudenko et al., 2009a, 2009b, Margos et al., 2011).

V Severni Americe byla, jako jedna z poslednich, popsana B. kurtenbachii, ktera do
nedavné doby patfila do druhu B. bissettii. Tato bakterie byla jiz v roce 1997 izolovana ze
slovenskych pacientti, to znamena, ze je to dalsi druh borelie patogenniho pro ¢lovéka, ktery se

vyskytuje v Americe a Evropé (Rudenko et al., 2011).

Mezi jeden z poslednich objevenych druhti borelie patéi B. finlandensis, ktery byl
izolovan z klistéte Ixodes ricinus (Casjens, 2011). Kompletni genomova sekvence Borrelia sp.
izolatu SV1 byla zvefejnéna. Izolat se nejvice ptiblizuje B. burgdorferi sensu stricto, ale je

geneticky dostate¢né odlisny.

B. chilensis byla nové isolovana z klistat I. stilesi, ktera byla nasbirana v Chile
z piirodni vegetace a z kieckd ocasatych (Oligoryzomys longicaudatus). Kultivované
spirochéty a DNA borelii v klistatech byli analyzované multilokusovou sekven¢ni typizaci a
sekvenovanim 5 dalSich lokust (16S rDNA, 16S - 23S mezigenového useku, 5S — 23S
mezigenového useku, flaB, ospC). Pomoci fylogenetické analyzy doslo k zavéru, ze se jedna o
novy druh ve skupiné zpisobujici Lymskou boreliézu. Plazmidovy profil tohoto druhu, ktery
byl stanoveny pomoci PCR a pulzni gelovou elektroforézou, se lisi od B. burgorferi B31A3
(lvanova et al, 2013).

1.1.4. Borelie a Lymska borelidza: patogeneze riaznych druht borelie

Lymskéa borelioza (LB) je nejcastéjSi onemocnéni, které se vyskytuje na severni
polokouli a je pfenaSeno klistaty (Rauter et al., 2005). LB je pojmenovana podle mésta Lyme,
kde nemoc byla poprvé identifikovana (Connecticut, USA). Infekce se zdsadné piendsi klistaty.
Nicméné, pfitomnost spirochét v komarech a jinych druzich hematofagniho hmyzu byla také

prokazana (Bednaft, 1999).

Ne kazdy druh borelie je schopen infikovat ¢lovéka (Wang et al., 1999). Z doposud
znamych 20 druhd borelii 3 naprosto bézné¢ infikuji ¢lovéka v Evropé. Témi jsou B. burgdorferi
sensu stricto, B. garinii a B. afzelii (Rudenko, 2011). Na rozdil od toho, v Severni Americe je
pouze jeden druh, ktery se oficialné povazuje za infekéni pro ¢loveéka, a to B. burgdorferi sensu

stricto.



B. valaisiana, B. lusitaniae byly detekovany z kozni biopsie pacientd, ale nejsou
béznym druhem borelii které infikuji ¢lovéka. Z tohoto divodu patii do druhé skupiny.
Schopnost zminénych druht a také B. bavariensis, B. bissettii, B. kurtenbachii a B. spielmanii
vyvolavat Lymskou boreliozu u ¢lovéka je uznana. Stale se ale diskutuje otazka, zda jsou
schopni zptsobit jen lokalni infekci v misté kousnuti klistétem, nebo pronikat do vnitinich tkani

hostitele (Rauter et al., 2005).

Tteti skupinou jsou druhy borelii, které jesté nebyly isolovany z lidskych vzorkd ani
nebyly detekovany v ¢lovéku. Témi jsou: B. americana, B. andersonii, B. californiensis, B.
finlandensis, B. chilensis, B. carolinensis, B. japonica, B. tanukii, B. turdi, B. sinica, B. yangtze
(Rudenko et al., 2011)

LB se projevuje sirokym spektrem klinickych ptiznaku a ¢asto napodobuje nemoci,
které nemaji zZadnou spirochétovou etiologii. Proto se o ni ¢asto mluvi jako o ,,velkém
imitatorovi®“. Riizné druhy spirochét zplisobuji mirnéjsi zdravotni potize v podobé erythemy
2011). Klinické projevy se daji rozdelit do tii fazi. V 70% ptipadi se Casna faze projevuje jako
erythema migrans, coz je lokalizovana kozni forma infekce. V ptipad¢, ze bakterie neeliminuje
imunitni systém hostitele, mohou se zacit dale Sitit do dalSich orgénd, jako jsou klouby, nervové
organy nebo vzacné do o¢i nebo mohou zplsobit lymskou karditidu (Krupka et al., 2008).
Nastava druha faze, casné diseminované stddium, které je charakteristické neurologickymi
projevy, artritidou, zanéty svali a §lach, poptipadé poruchami srde¢niho rytmu nebo karditidou.
Pro tieti fazi jsou typické dlouhotrvajici potize jako zasazeni velkych kloubt, demence ¢i atrofie
(Bolehovska et al., 2009). Tteti chronickd faze onemocnéni LB je Casto pfedmétem diskusi, a

to zejména v USA: jeji existence je zpochybiiovana.

Bylo zjisténo, Ze rtizné druhy borelie jsou zodpovédné za rizné klinické projevy
onemocnéni. Naptiklad pro B. afzelii jsou typické kozni ptiznaky, B. bavariensis a B. garinii
jsou spojeny s neuroborreliosou a B. burgdorferi s.s je spojena s artritidou (Margos et al., 2011).
V Evropé je spektrum klinickych projevi LB vétsi, na rozdil od Severni Ameriky, kde je
klasickym projevem onemocnéni artritida, zptisobena B. burgdorferi sensu stricto (Stanek et
al., 2011).



Pomérn¢ dlouze byly B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii a B. garinii povazovany za
jediné druhy, které zptisobuji LB ve svété. S objevovanim novych druht borelii dochézi
k rozsiteni $kaly klinickych projevi tohoto onemocnéni. Velmi Casto se v dnesni dob¢ stava,
ze se objevuji netradi¢ni projevy LB, které diive s timto onemocnénim nebyly spojovany.
Nekteré druhy borelie diive nebyly viibec spojovany pfimo s onemocnénim ¢loveka a nékteré,

dnes jiz znamé druhy, nebyly jesté objeveny (Rudenko et al., 2011).

Pro patogenezi u borelii jsou velmi dulezité nékteré plasmidy, které nesou geny,
dulezité pro adaptaci na hostitele, $ifeni, infekénost a pieziti spirochét. Témito geny jsou VISE,
adeC nebo pncA (Lawrenz et al., 2004; Jewett et al., 2007; Purser et al., 2003). Béhem
manipulace s boreliemi muze dojit ke ztraté¢ infekénosti kmene borelii disledkem ztraty
nékterého z klicového plasmidu. Ke ztraté plastidu mitize dojit naptiklad béhem opakované re-
kultivace kultur. Mezi prvnimi dulezitymi plasmidy, které urcuji virulenci, jsou Ip — 25 a Ip 28

— 1 (Grubhoffer et al., 2005).

1.1.5. Interakce borelie - vektor - hostitel

Vztah mezi hostitelem, vektorem a patogenem je velmi slozity. Borelie jsou piendseny na
hostitele klist'aty rodu Ixodes (Clark, 2001). Hostiteli borelii jsou nejriiznéjsi druhy savcd, plazt
a ptakid (Anguita et al., 2003). Klist'ata saji minimalné na 237 riznych druzich zvitat (Rudenko
et al., 2011). Napriklad je zndmo, Ze velmi diilezitou roli v rozsifovani B. burgdorferi s.I. hraje
ptactvo a to diky své migraci do riznych oblasti. Ptactvo se zasadné podili na rozSifovani
infikovanych klistat (Rudenko et al., 2011). Klist'ata nékdy mohou byt nakazena i vice nez

jednim druhem spirochét z komplexu B. burgdorferi sensu lato (Rauter et al, 2005).

Nékteré druhy borelie maji své typické hostitele. Jiné druhy jsou pfizplisobené i na vice
hostiteld. Zda se, ze napiiklad B. garinii, B. americana a B. turdi jsou druhy, které jsou
spojované vétSinou s ptaky, nebo schopné parazitovat vétSinou v ptacich, na rozdil naptiklad
od B. burgdorferi sensu stricto, ktera ma velké mnozstvi moznych hostiteli bez ziejmych
preferenci (Karami, 2012). Borelie se musi dobfe ptizplsobit vnitinim podminkam hostitele,

popiipad¢ vektora, aby nedoslo k odhaleni bakterie imunitnim systémem (Kiupka et al., 2008).

Nékteré druhy borelii se vyskytuji pouze na urcéitych mistech, v urcitych druzich hostiteli
anebo v urcitych vektorech. Je to dusledek toho, Ze tyto druhy nedokéaZi ptrekonat imunitni
bariéry hostiteld, jsou citlivi k hostitelskému komplementu nebo neustoji obranu vektora.

Borelie ma ovSem velmi dobré adaptacni vlastnosti, proto v budoucnu hrozi dalsi Sifeni
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onemocnéni, popiipad¢é hrozi, ze se rozsifi 1 spektrum borelii, které jsou nebezpecné pro

¢loveéka.

1.1.6. Imunitni odpovéd hostitele

Ve vétsim ohrozeni v propuknuti nemoci jsou organismy, kterym chybi urcitd slozka
imunity, at’ uZ jde o poruchu komplementu nebo poruchu v tvorbé lymfocyti. K eliminace
borelii je zapotiebi opsonizace pomoci komplementu, lektinu nebo protilatek. Odstranéni
bakterii méji za ukol neutrofilni granulocyty, které jsou chemotakticky ldkany do mista infekce.
V pozdéjsich fazich infekce dochazi k aktivaci specifické imunity, ve které se tvori lymfocyty
B a IgM protilatky, které se postupné za pomoci T lymfocyti pfesmyknou na IgG protilatky
(Horejsi V. et al, 2009).

Druhy borelii, které¢ jsou spojené s danym hostitelem, musi dokdzat piekonat alternativni
cestu komplementu jejich hostitele. V pfipad¢, ze borelie neni schopna pickonat komplement,

nemuze dojit k nakazeni daného organismu bakterii (Bhide et al., 2005).

Studie citlivosti dvou nové objevenych druhti borelie, B. americana a B. carolinensis ke

komplementu hlodavct na laboratornich modelech je cilem této praci.

1.2. Borrelia americana

Nové odhaleny druh Borrelia americana byl popsan v roce 2009 (Rudenko et al., 2009).
Jde o druh, ktery byl objeveny v jizni ¢asti Severni Ameriky, konkrétné v Jizni Karoling. Tento
druh byl objeven diky rozboru vzorku z klist’at, ptaki a hlodavct, které byly nasbirany v Jizni
Karoling a prilehlych statech jihovychodni USA. Borrelia sp. nov. (pozd¢ji pojmenovana B.
americana) byla izolovana z nymf klistéte Ixodes minor. Novy druh borelii ukazal pomérné
velkou podobnost s kmenem, ktery byl znamy jako genomospecies 1. Odlisnost od ostatnich
druhti byla prokazédna pomoci multilokusové sekvenéni analyzy zahrnujici amplifikaci a
sekvencni analyzu gent, lokalizovanych jak na plastidech, tak i na chromozomu spirochéty.
Tento noveé popsany druh se rozd€luje na dvé skupiny, A a B, diky menSim, ale zfejmym

odliSnostem v sekvencich riznych usekli genomu (Rudenko et al., 2009).



1.2.2. Vektory Borrelia americana

Neni znamo, zda B. americana je pro ¢lovéka nebezpecna. Borrelia americana sp.nov.
doposud byla isolovana pouze z klist’at I. pacificus a I. minor. I. minor patii mezi druhy klist’at,
ktera vétsinou nesaji na ¢loveéku. Ale I. pacificus mize kousnout ¢lovéka a krmi se na stejnych
hostitelich jako I. minor. Z tohoto divodu se da uvazovat i o moznosti, Ze by B. americana

mohla byt pfenosnd i na ¢lovéka. Tato domnénka ovSem prozatim neni potvrzena (Rudenko et

al., 2009).

1.3. Borrelia carolinensis

Borrelia carolinensis byla nalezena pti rozboru nasbiranych vzorki z jihu Severni Ameriky
(Rudenko et al., 2009b). Borrelia carolinensis byla isolovana z hlodavct Peromyscus
gossypinus a Neotoma floridana kterym byla provedena biopsie tkané z usi. Tito hlodavci byli
odchyceni v 5 oblastech Jizni Karoliny. Borrelia carolinensis byla pojmenovana podle mista
jejiho nalezu, statu Jizni Karolina. Pro ujasnéni taxonomického statusu nového popsaného
druhu v komplexu B. burgdorferi sensu lato, bylo analyzovano rrf-rrl mezigenovy usek, 16S
rRNA, fla, ospA, ospC a p66 geny. Tyto sekvence jsou dulezité pro komplexni analyzu a

porovnani mezi ostatnimi druhy (Rudenko et al., 2009b).

1.3.1. Geografie B. carolinensis a jeji hostitelé

Vzorky B. carolinensis byly nasbirany z 5 oblasti v Jizni Karoliné, USA. Jednou
Z oblastni byl ostrov nachazejici se v Sumter County, ostatni oblasti byly pobieZzni. MnoZstvi
vzorki z kazdé oblasti bylo rtizné. Bylo nasbirano 9 vzorka B. carolinensis z P. gossypinus, 6

z N. floridana a 1 z klistéte I. minor (samce), krmiciho se na hlodavci N. floridana.

Jako primarni hostitelé B. carolinensis jsou kiecek bavinovy - P. gossypinus a lesomys
floridska - N. floridana. Tito hlodavci jsou hostitelé pro rtizna klistata, jako jsou I. scapularis,
Ixodes affinis, I. minor, Dermacentor variabilis a Amblyomma maculatum. Kvuli tomu, Ze tito
hlodavci, diky pfirodnim podminkdm, jsou velmi rozsiteni v jihovychodni ¢éasti Spojenych

stati, mohlo dojit i k rozsifeni B. carolinensis v této oblastech (Rudenko et al., 2009b).



2. Cile prace

1. Literarni studie k problematice.

2. Optimalizace podminek kultivaci B. americana, B. carolinensis a B. burgdorferi sensu
stricto spirochét v riznych mediich vyrobenych v laboratofi.

3. Optimalizace technik pro detekci spirochét LB v tkanich hostitelq.

4. Analyza infek¢éniho potencialu B. carolinensis a B. americana na laboratornim modelu.

5. Interpretace vysledkl s dirazem na objasnéni infekéniho potencialu nové popsanych

druhu borelie.



3. Material a metody

V tabulce | je pfedstaven seznam pouzitych chemikalii v riznych metodach.

Tab. I: Seznam pouzitych chemikalii.

Metoda Material Slozeni
BSIKC-1I Ptipraveno podle protokolu P. Rosa (viz. postup piipravy)
Kultivace médium
borelie Ptipraveno podle protokolu E. Ruzic - Sabljic (viz. postup
MKP médium y
piipravy)
Izolace DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen)
genomoveé Kit
DNA NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel)
. | Taq DNA polymeraza 400 uM dATP, 400 uM dGTP, 400 pM
PCR 2x Master mix dCTP, 400 uM dTTP, 3mM MgCl> (Promega)
FastStart
Real time | Universal FastStart Taq DNA polymeraza, SYBR green I, reakéni pufr,
PCR SYBR Green |dNTPs, barvivo (Roche)
Master (ROX)
Agardzovy gel |1x TAE pufr, 1% agarosa (Serva)
50x TAE pufr |200 mM Tris - HCI, 50 mM EDTA
Elektroforéza | Marker 100 bp Gene Ruler (Promega)
6x DNA 0.03 % bromophenol blue, 0.03 % xylene cyanol, FF, 0.4 %
Loading dye orange G, 15 % Ficoll™ 400, 10 mM Tris - HCI (pH 7.5) a 50
mM EDTA (pH 8.0) (MBI Fermentas)
Purifikace
PCR Kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Machere-Nagel)
produktu
137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NaHPO4, 1,8 mM
1xPBS KHzHPO,
Pritokova -
cytometrie | Redici roztok |2 % BSA, 5,4 mM glukéza v 1x PBS

Propidiumiodid

1,5 uM Cz7Hzsl2N4 (Sigma Aldrich)
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3.1.Priprava média

3.1.1. Médium BSK — 11

Médium bylo ptipraveno podle protokolu Dr. P. Rosa (USA). Pfesné mnozstvi sloucenin
pro piipravu 1 litru media: 10x CMRL 9,7 g/1, neopeptone 5 g/l, BSA 50 g/, yeastolate 2 g/l,
HEPES 6 g/1, glukoza 5 g/l, citrat sodny 0,7 g/1, pyruvat sodny 0,8 g/l, N-acetyl gluk6zamin 0,4
g/1, hydrogenuhli¢itan sodny 2,2 g/, Zelatina 10 g/I.

Postup ptipravy: Patficné mnozstvi CMRL, neopeptonemu a BSA bylo za stalého michani
rozpu$téno. Naslednd byly ptidany dalsi slozky. Zelatina byla rozpusténa v horké vodé a
piidana k ostatnim slozkam. pH roztoku bylo upraveno na 7,6 a roztok byl ptefiltrovan pies 0,2
um filtr. Bylo pfidano tepelné opracované sterilni krali¢i sérum (konec¢na koncentrace 6%) a
médium bylo ulozeno v mrazaku (Dr. Rosa P., http://www.niaid.nih.gov).

3.1.2. MKP médium

Médium bylo pfipraveno podle protokolu Prof. E. Ruzic — Sabljic (Slovinsko):

Pfesné mnozstvi sloucenin pro pfipravu 1 litru media: 10x CMRL 9,7 g/l, N-acetyl
glukézamin 0,4 g/l, glukéza 3 g/l, neopeptone 3 g/I, BSA 50 g/l, HEPES 6 g/,
hydrogenuhlicitan sodny 2 g/l, zelatina 10 g/1, kyselina citronova 0.7 g/1, kyselina pyrohroznova
0,8 g/l, krali¢i sérum (3,6 ml na 50 ml zdkladniho média),

Postup ptipravy: VSechny latky ve formé prasku byly kompletné rozpustény v 750 ml
destilované vody. Bylo pfidano 100 ml 10x CMRL a pH bylo upraveno na 7,6 pomoci NaOH.
Objem byl vodou doplnén na 1000 ml. Zelatina, krali¢i sérum a BSA byly dany na 33 °C a po
zahrati byly pfidany k zdkladnimu médiu. Médium bylo filtrovano ptes 2,2 pm filtr. Médium

se nezmrazuje, uschovava se v lednicce maximalné po dobu jednoho mésice.

3.2.Kultivace borelii

Pomoci ockovaci klicky byly zmrazené kultury nasazeny do 10 ml BSK nebo MKP média
ve sterilnim prostiedi. V pravidelnych intervalech byl pozorovan riist kultury pod mikroskopem

temného pole.

3.3. Mikroskopie temného pole

Kultury byly kontrolovany pod mikroskopem temného pole kvili pozorovani nartstu a

zivotnosti borelii. K ur¢eni koncentrace jednotlivé spirochéty byly pocitany pomoci Petroff -
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Hausserovy komirky. Koncentrace se po¢ita pomoci vzorce A x 1,25 x 10°, kde A je pramér

spocitanych bakterii v 5-ti polich komurky.

3.4.Infikovani laboratorniho modelu

Narostla nekontaminovana kultura borelie byla nafedéna do 1x10° spirochét ve 100 pl -

pozadovana koncentrace spirochét k inokulaci do mysi.

Mysi byly infikované 10° spirochéty borelie (ve 100 ul) na kazdou mys pod kiizi na biise
pomoci injekéni jehly. Byly pouzity SCID mysi a bilé laboratorni mysi z chovu
Parazitologického Ustavu kmene CDI.

Spole¢né s B. carolinensis a B. americana byla kontrolni skupina mysi infikovana B.
burgdorferi s.s. izolované z hlodavcu.

Kromé mysi byli pouziti i samci piskomili mongolskych, kterym byla stejnym zptisobem
aplikovana B. carolinensis. Bylo aplikovano 250 pl média s boreliemi o koncentraci 10°

spirochéty ve 100 pl.

3.5. Odebirani tkani

Tyden po infikovani mysi spirochétami borelii, byl odebran kousek tkané z ucha mysi
pomoci niizek pro naslednou analyzu. Tento krok se opakoval kazdy tyden. Po uplynuti 5. - 6.
tydnii od inokulace borelii byly mysi usmrceny s naslednym provedenim pitvy.

Pti pitvé u kazdé mysi byl odebran kousek tkané ze srdce, ucha, mo¢ového méchyie a
kloubu. Nasledné byly mysi vykrvené s cilem ziskat sérum pro reakce s komplementem.

Piskomilim byl po 14. dnech odebran kus ocasu. Po uplynuti 5. tydnl byli usmrceni a byly

Jim vzaty stejné tkané jako u mysich modelll (vzor odebirdni tkané kazdy tyden byl pozménén

S 4

3.6.Kultivace borelie z tkané

Tkan odebrana z piskomild byla promyta od necistot a ddna do média.
Promyvani:

e 4 min - 70% ethanol
e 4 min—10% roztok chloru (SAVO)
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e 1 min - 95% ethanol

e 2 min - osuseni filtracnim papirem

Médium spolu s tkani bylo inkubovano 14 dni pti 34 °C. Metoda byla pfevzata od Sinsky
et al. 1989. Médium bylo prohlédnuto pod mikroskopem a ¢astecné pieneseno do Cerstvého
media k dalsi kultivaci. U zbytku vzorku doslo k odstranéni tkan¢ a ke sto¢eni média pomoci
centrifugy pfi maximdlnich otdCkach po dobu 10 minut pti 4 °C. Bunky byly pouzité pro
k extrakci nukleovych kyselin pomoci kitu ‘DNeasy® Blood & Tissue Kit, (Qiagen)® k

nasledujicimu prokazovani piitomnosti borelii v kulturach pomoci PCR.

3.7. Extrakce nukleovych kyselin z borelie a tkané modelovych zvirat

Borelie byly pomoci centrifugy oddéleny od média pti maximalnich otackach po dobu 10
minut pii 4 °C. Supernatant byl odsat a bunky byly dale zpracovany. Genomova DNA byla
izolovana z borelii pomoci kitu ‘DNeasy® Blood & Tissue Kit, (Qiagen)‘ a z my$i pomoci

NucleoSpin® Tissue ptesné podle protokolu od vyrobce.

3.8. Polymerazova retézova reakce (PCR)

DNA borelii byla kontrolovana na ptitomnost genti pncA, adeC, vIsE metodou PCR. DNA
mysi byla z po¢atku kontrolovana pomoci primerti na mysi aktin a potom na pfitomnost DNA

borelii pomoci primert pro flagelin a mezigeneticky usek 5S — 23S.
V tabulce Il je zaznamenano slozeni reakéni smési na 20 pl PCR reakce.

Tab. II: Piehled sloZeni reakce pro PCR.

10 x pufr 2 ul
25 mM MgCl, 2ul
Taq DNA polymeraza | 0,5 ul 2x Master mix (Promega)
10 mM dNTPs 1 pul

1 mM Primer reverse |1 ul
1 mM Primer forward |1 pl
Templat (DNA) 1-4pug

Voda zavisi na mnozstvi templatu
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U kazdé reakce byla provedena pozitivni a negativni kontrola. Negativni kontrolou je voda,

ktera nahrazuje DNA v komtrolni reakci, aby se dokazalo, ze reakce prob&hla bez kontaminace.

Jako pozitivni kontrala na pfitomnost borelii v celkové DNA mysi, byla pouzita DNA borelie.

U primeru pro gen adeC a pncA byla pouzita jako pozitivni kontrola DNA B. afzelii CB43 a

pro gen VISE - B. burgdorferi sensu stricto kmen B31, u kterych dfivé bylo prokazano

pfitomnost téchto gent.

Tabulka IIT obsahuje sekvenci pouzitych primert.

Tab. III: Prehled pouzitych primerd.

. Nazev . . Teplota

Primer . Sekvence primeru | Sekvence primeru L,

1o primeru forward (5" ->3°) | reverse (5 -> 3) nasedani | Reference
(F.R) (°C)

oncA Primer |[TAAAAACGGG |ACGCAAAAATCT 50 Purser et al.,
pair 5 GGCATTTGGC |AATGCCAATCCT 2003

adeC Pri.mer CTTCTTGTGTG |TCGTGCCCATACC 55 Jewett et al,
pair 2 CCGGCTTTG CTATTGC 2007

VISE Pri_mer TGGTGCGAAGG | TTACATCCTTCAG 55 Liveris et al.,
pair 1 CTGATAAGG CGCACCC 2008

actin Act AGAGGGAAAT |CAATAGTGATGA 60 Buxbaum et al.,

CGTGCGTGAC |CCTGGCCGT 2014

flagellin Fla out AARGAATTGGC |GCATTTTCWATTT 59 Clark et al,

out AGTTCAATC TAGCAAGTGATG 2005

flagellin _ ACATATTCAGA |GAAGGTGCTGTA Clark et al.

i Flainn |TGCAGACAGA |GCAGGTGCTGGC 55 2005 ’

GGTTCTA TGT

flagellin FlaFlA, | AGCAAATTTAG |GCAATCATTGCCA 55 Schwaiger et
FlaR1 |[GTGCTTTCCAA |TTGCAGA al., 2001

intergenic |23 SC1,|CTGCGAGTTCG [ TCCTAGGCATTCA 59 Rijpkema et al.,

spacer out |23 SN1 |CGGGAGA CCATA 1995

. : biotin- .

mtergeplc 5SCB, GAGAGTAGGTT ACCATAGACTCTT 55 Rijpkema et al.,

spacer in |23 SN2 ATTGCCAGGG ATTACTTTGACCA 1995

Reakéni smés byla ptipravena v 200 ul mikrozkumavce v Mastercycler personal

(Eppendorf).
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Tab. IV: Podminky amplifika¢ni reakce.

1. Poc¢ate¢ni denaturace | 5 min | 96 °C
2. Denaturace 30s 95°C
3. Nasedani primert 30s zavisi na primeru | — 30 - 35 cyklu
4. Elongace 30s 72 °C
5. Kone¢na elongace 5min | 72 °C

3.8.1. Prukaz infekce u mysi: nested PCR

Po extrakci DNA z tkané mysi bylo provedeno PCR na jednotlivych vzorcich kazdého

tydne. Byla provedena optimalizaci metody PCR pro detekci borelie v tkani.

Pro zvySeni citlivosti reakce a potlacovani inhibice cizorodou DNA (mysi) ve vzorku

byla pouzita dvou krokovéa nested PCR.
e Nested PCR — s primery pro intergenic spacer
1. krok — primery 23 SC1 a 23SN1 (spacer)

2. krok — primery 23 SN2 a 5SCB - jako templat bylo pouzito 5 ul z pfedchozi reakce.

3.9.Real time PCR (qPCR)

Metoda real time PCR neboli qPCR je kvantitativni modifikaci bézné PCR reakce. Reakce
gPCR se sleduje v realném ¢asu, dochazi ke sledovani emitace fluorescence ze SYBR greenu,

ktery je nespecificky navazany na DNA. Reakce probiha v Lightcycleru® 480.

Tab. V: SloZeni reakce pro qPCR o objemu 25pl.

2x SYBR Green master | 12,5 ul

1 mM Primer reverse 1l

1 mM Primer forward |1 pul
Templat (DNA) 250 ng

Voda zavisi na mnozstvi templatu
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Tab. VI: Podminky reakce qPCR.

1.Pocate¢ni denaturace | 5 min 95 °C
2. Denaturace 10s 95 °C
3. Nasedani primerti 10s 60 °C — 45 cykla
4. Elongace 10s 72 °C

V této metodé byly pouzity primery pro flagellin které davaji PCR produkt o velikosti 120
bp.

3.10. Elektroforéza v agarézovém gelu

Po probéhnuti amplifikacni reakce, vysledky byly zkontrolované elektroforézou
v agarozovém gelu. Koncentrace gelu zavisela na velikosti ocekdvaného PCR produktu (od 0,8
do 2,5 % agarozy). Elektroforéza byla provadéna v 1x TAE pufru. Pro zviditelnéni PCR
produktti pod UV zatenim byl pouzit 5x pufr s obsazenym SYBR Green. Pro uptesnéni velikosti
PCR produktu byl pouzit marker 100 bp gene ruler (MBI Fermentas). Elektroforéza prob¢hla
piicca 100 V. Gel byl vyfoceny pod UV lampou a fotografie byla uloZena.

3.11. Purifikace PCR produktu a sekvenovani

Purifikace PCR produktu z agarozového gelu, do 1% koncentrace, byla provedena pomoci
kolon Millipore a pii vyssi koncentraci agarozového gelu — pomoci kitu NucleoSpin Gel and
PCR Clean-up (Machere-Nagel) ptesné podle protokolu od vyrobce. Takto purifikovany PCR
produkt byl sekvenovan z obou stran pomoci gen - specifickych primerd v sekvenacni laboratofi
Biologického Centra AV CR, Ceské Budgjovice. Vysledné sekvence byly zpracované pomoci

ptislusnych programt (DNA Star) a ovétené v GenBanku.
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3.12. Citlivost borelii ke komplementu zviiat, prutokova cytometrie

Sérum bylo ziskano z krve mysi, pomoci centrifugace na 2 000 rpm po dobu 10 minut a

nasledovné filtrovano pfes 2,2 um filtr.

Test citlivosti borelii ke komplimentu mys$i byl proveden na zéklad¢ publikace Dr.
Kurtenbacha (Kurtenbach et al., 1998). Borelie byly nakultivovany do koncentrace 107
spirochét v ml. V mikrozkumavce byla smichana kultura a mysi sérum v poméru 1:1. Vzorky
byly inkubovany pii 34°C po dobu Sesti hodin. Jako pozitivni kontrola (zivé buiiky) byla
pouzita Cista kultura borelii, bez ptfidani séra, ktera byla inkubovana spolu s ostatnimi vzorky.
Druhou kontolou byla kontrola negativni (mrtvé bunky), kde spirochéty byly zahtivané na 56
°C po dobu 30 minut.

Pro vyhodnoceni, zda mysi komplement zabiji buiiky borelii byla pouzita priitokova
cytometrie. Po ukonceni inkubace vzorky byly centrifugované po dobu 15 minut na 10 000
rpm. Pelet borelie byl rozmichan v 200 pl fediciho roztoku. Roztok byl pfenesen do
specialnich 5 ml zkumavek BD FalconTM s kulatym dnem. M¢éteni probihalo se 30 000
udalostmi. Borelie byly oddéleny pomoci hodnoty méfeni v pfimém a kolmém sméru. Od
vybranych bakterii byly odstranény 1 shluky, a proto doslo k vybrani pouze jednotlivych
bun¢k. Byla zméfend intenzita fluorescence propidiumiodidu a urceno procent zivych a
mrtvych bunék v kanalu PE-Texas Red-A 616/23. Byla ur¢ena oblast P1, ktera oznacovala

oblast s vyskytem mrtvych bunék.

Specimen_0071-wY3 A2
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Obr. 3: Vymezeni borelii méfenim v pfimém a kolmém sméru (SCID mys + B. americana).
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Obr. 4: Odstranéni shlukl a omezeni na jednotlivé bunky (SCID mys + B. americana).
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Obr. 5: Vymezena oblast P1 s mrtvymi bunikami ( SCID my$ + B. americana).
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4. Vysledky:
4.1.0Optimalizace podminek kultivaci spirochét
Pro optimalizaci podminek kultivaci spirochét bakterie byly inkubované ve tfech médiich
— komer¢nim BSK — Complete (Sigma), v laboratoii ptipraveném mediu BSK - 1l a MKP
médiu. Po srovnani vysledkl kultivace bylo zjisténo Ze:
e Spirochéty B. americana - nejlépe rostly pii teploté 34 °C v BSK — II médiu, které bylo
vyrabéno piimo v laboratofi. To platilo pro ob¢ kultury B. americana subtype A (strain
SCW - 33) a B (strain SCW —41).
e Na rozdil od B. americana spirochéty, B. carolinensis nejlépe rostly v komeréni BSK-
H Complete (Sigma) mediu pii stejné teploté 34 °C. B. carolinensis rostla pfi teploté 34
°C v porovnani s ostatnimi kulturami o poznani déle. B. carolinensis rostla nejhtie
vV MKP médiu.
e Kontrolni B. burgdorferi sensu stricto SCW — 53 a NE 5264 vyrostly nejrychleji
vV médium MKP.

4.2.Vypracovani metody infikovani a detekce borelii v tkanich mysi na pozitivni kontrole
(Bbs.s.)

4.2.1. Prukaz infeénosti

V DNA, purifikovaného z kazdé kultury, nejprve byla prokazana ptitomnosti genu

dulezitych pro rozvoj infekce - pncA, adeC a VISE.

Na obrazku 6 jsou zobrazené PCR produkty jednotlivych gent pfitomnych v kontrolni
kultute B. burgdorferi sensu stricto NE 5264 (ptivod - Evropa) a SCW — 53 (ptvod - USA).
Velikost PCR produktt genu pncA - 243 bp, genu adeC - 496 bp a genu VISE — 110 bp.
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NE 5264 SCW-53 NES5264 SCW-53 NE 5264 SCW - 53 = Marker
(VISE)  (VISE)  (pncA) (pncA) (adeC) (adeC)

500 bp

Obr. 6: PCR produkty pfitomnych genti u kontrolnich kultur (- negativni kontrola, + pozitivni
kontrola)

V tabulce VII uveden pichled vSech pouzitych modelovych zvifat pfi experimentech.
Viechny mysi a piskomilové pochézeli z laboratornicho chovu Biologického centra AV CR,
Ceské Budgjovice. Prace s laboratornimi zvifaty se provadéla pod kontrolou opravnéné osoby

(RNDr. R. Simek, PhD)

Tab VII: Mnozstvi a kmen pouzitych mysi pii pokusech.

Kultura SCID mysi CD1 mysi  |Piskomilové
B. americana 7 0 0
B. carolinensis 0 2 3
B. burgdorferi s.s. - SCW - 53
0 2 0
(positivni kontrola)
B. burgdorferi s. s. - NE 5264
0 2 0

(positivni kontrola)

4.2.2. Prukaz infekce u mysi (kontrolni skupina)

V tabulce VIII a IX jsou piedstavené vysledky z testovani mySi na pfitomnost borelii

pomoci primeru na flagellin.
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e 1-2mys—B. burgdorferi s.s. izolat SWC — 53
e 3 -4 mys - B. burgdorferi s.s. izolat NE 5264

Tab. VIII: Nakazeni mysi borelii v jednotlivych tydnech.

Mys
Primer 1 2 3 4
1. tyden |Fla out - - - -
2.tyden |Flaout - - - -
FlaF1A,
3. tyden - - - -
FlaR1
FlaF1A,
4. tyden + + + +
FlaR1

Tab. IX: Detekce borelii ve tkanich mysi po pitvé (PCR s primery FlaF1A, FlaR1).

Mys
Tkan 1. 2. 3. 4,
Ucho + + + +
Mocovy méchyt + + + +
Kloub + + + +
Srdce + + + +

Na obrazku 7 jsou predstavené vysledky PCR na prokazani ptitomnosti borelii v mySich
tkanich. Pozitivni vzorky byly poslany na sekvenaci, a tak doslo k potvrzeni vysledkt z PCR.

Velikost PCR produktu je 120 bp, byly pouzité primery pro flagellin.

21



100 bp

Obr. 7: PCR produkty pfedstavujici pfitomnost borelii ve 2. mysi nakazené kulturou SWC - 53

(- negativni kontrola, E — ucho, J — kloub, B — mo¢ovy méchyi, H — srdce, + pozitivni kontrola).

Infekce byla u vSech mysi detekovana ve 4. tydnu. Pozitivita byla potvrzena i pfi pitve.

Borelie byly rozsifené ve vSech zkoumanych organech.

4.2.3. Reakce séra s B. burgdorferi s.s.

Pomoci reakce bylo zjisténo, ze B. burgdorferi sensu stricto nejsou zabijeny
komplementem pouzitych hlodavcl. Pritokovy cytometr naméfil umrtnost borelii 7,1%
Vv piipadé¢ mysSiho komplementu a 9,7% v pfipadé¢ komplementu piskomill, coz objasnuje

vysledky z minulych experimentd. Experiment byl proveden s kulturou Bb s.s. SCW — 53.

Vysledky pritokové cytometrie jsou predstavené na obrazku 7 a 8.
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Specimen_001-test hhss2a

P1

Count
1qnl 11 I1?nl 11 F?nl 11 Iz?nl 11 Isqnl 11 ISTDI 111 nI

4

T ||||||| T T TTT ||| T T ||||||| T T ||||||| T
10 10 10* 10
PE-Texas Red-A

Obr. 8: Oblast P1 s mrtvymi buitkami Bb s.S.

Experiment Mame: ExXPY MELLY

Specimen Bame: Specimen_001

Tube Mame: testbbss2a

Record Date: Mar 18, 2014 2:32:91 PM

FOP: Administratar

GUID: D6abcfl4-F265-4878-80e7-31cadbcidadd
PE-Texas Red-A

FPopulation #Events % FParent Mean

M zinglety 24929 2831 287

O borelie 24905 999 286

[ P1 1,768 CrD 1,531

Obr. 9: Vysledky namétené z pritokového cytometru.
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4.3.Borrelia americana

4.3.1. Prukaz infekénosti

W

(pn'cl-\) (pncA)

- - -

~ -
- Lo—
*‘ e

Obr. 10: PCR produkty piedstavuji useky gentt pncA a adeC zodpovédné za infecknost v B.

americana.

V nasledujici tabulce je piehled ptfitomnosti genti v jednotlivych kulturach B.
americana. Gen VIsE neni pfitomen v tabulce z divodu nespecificity primert pouzitych
v reakci. Pivodné primery byly pfipravovany na B. burgdorferi sensu lato, ale nemusi jednak

byt specifické pro B. americana.

Tab. X: Geny ptitomné, popiipad¢ nepfitomné v kulturach (+ pfitomnost genu, - nepfitomnost

genu).
Kultura B. americana
Geny
SCW-33 | SCW -41
pncA + +
adeC + +
vISE - -

4.3.2. Prukaz infekce u mysi

V tabulce XI jsou predstavené vysledky prokazéani infekce u mySi pomoci riznych
metod v 1. tydnu.
Oznaceni mysi:

1. — 3. B. americana SCW - 33 — podtyp A
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4.—7.B. americana SCW - 44 — podtyp B

Tab. XI: Pfehled pouzitych primert u riznych mysi rizné tydny (0 v tabulce = metoda nebyla

u dané mysi provedena, - negativni na pfitomnost borelii).

Mys

Primery 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.

Fla outer + cca 4 ng - - - - - - -

Fla outer + cca 2 pg - - - - - - -
1. tyden _

Nested PCR - flagellin | - - - - - - +

23 SC1, 23 SN1 - - - - 0 0 0

Fla outer + cca 4 pg - - - - - - -
2. tyden

23 SC1, 23 SN1 - - - - 0 0 0

Fla outer + cca 4 pg - - - - - - -
3. tyden

23 SC1, 23 SN1 - - - - 0 0 0

23 SC1, 23 SN1 - - - - - - -
4. tyden

Fla outer + cca 4 pg - - 0 0 0 0 0

Primery na amplifikaci genu kodujiciho flagellin byly pouzitye s rtiznou koncentraci
DNA (templatu) v PCR reakci.
V 1. tydnu byl ziskan nespecificky PCR produkt u 7. mysi v métodé€ nested PCR. Po

sekvenovani bylo zjisténo, Ze jde o mysi DNA.
V tabulce XII jsou vysledky PCR s primery pro amplifikaci 5S-23S mezigenového

useku a pouzitim vzorku z pitvy mysi. Tyto vzorky byly potizeny 6. tyden od aplikace borelii.

Pii pitvé doslo k odebrani kousku tkan€ z ucha, mo¢ového méchyte, kloubu a srdce.
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Tab. XII: Vysledky provedého PCR s primery na integenic spacer z pitvy.

Mys
Tkan 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7.
Ucho - - - - - - -
Mocovy méchyt - - - - - - -
Kloub - - - - - - -
Srdce - - - - - - -

Borelie druhu B. americana nebyly detekované v tkani mysi v prabéhu tydnu.

Ptitomnost borelie tohoto druhu ve vnitinich organech hladovce prokazany nebyly.

4.3.3. Reakce séra s B. americana

Pomoci reakce bylo zjisténo, ze borelie druhu B. americana jsou zabijeny komplementem
mysi. Pritokovy cytometr naméfil umrtnost borelii 37,9%, coz objasiiuje vysledky z minulych

experimentt.
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4.4 Borrelia carolinensis

4.4.1. Prukaz infekénosti:

Na obrazku 11 jsou pfedstaveny vysledky rozdéleni PCR produktii na agar6zovém gelu
po amplifikaci s primery pro geny, které jsou zodpovédné za infekénost. Gen VISE nebyl
Vv kultufe B. carolinensis prokazan, zfejmé ze stejného diivodu jako i v ptipadé B. americana.

Piivodni primery byly pfipraveny pro jiné druhy borelie.

B. caroli. B. caroli. +

(adeC)

500 bp

Obr. 11: Fragmenty genu po amplifikaci s primery pro geny pncA a adeC.

V tabulce XIII je piehled pouzitych kultur a ovéfeni kultur na pfitomnost geni

zodpoveédnych za infekénost borelii.

Tab. XIII: Pfitomnost genti v kulturach B. carolinensis.

Geny |B. carolinensis

pncA +
adeC +
VISE -

4.4.2. Prukaz infekce u mysi a piskomilt

V tabulce XIV a XV jsou piedstavené vysledky z testovani mySi na pfitomnost borelii

pomoci riiznych primerd.
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e 1-2mys
e 3-—5 piskomil

Tab. XIV: Nakazeni mysi borelii v jednotlivych tydnech (0 v tabulce = metoda nebyla u dané

mysi provedena, - negativni na pfitomnost borelii, + pozitivni na pfitomnost borelii).

Laboratorni modely
Primer 1 2 3 4 5
1. tyden |Flaout - - 0 0 0
2.tyden |Flaout - - + + +
Fla F1A
, , N N
3. tyden Fla R1 0 0 0
Fla F1A
, , N N
4. tyden Fla R1 0 0 0

Tab. XV: Vysledky nakazeni mysi borelii z pitvy.

Laboratorni modely
Tkan 1 2 3 4 5
Ucho + + - - -
Mocovy méchyt + + + - +
Kloub + + + + +
Srdce + + + + +

Reakce PCR byla provadéna s primery Fla F1A, Fla R1 a pro ovéfeni vysledki byly

pouzity primery fla out F/R a nésledné sekvenovani PCR produktu.
B. carolinensis byla detekovana béhem pitvy ve vSech zkoumanych organech.

4.4.3. Kultivace borelie z tkdné piskomilt

Po 14 dnech od nasazeni tkani do kultivatniho media byly borelie viditelné pod
mikroskopem temného pole u piskomila s ozna¢enim 5. a 6. Po 4 tydnech od kultivovani tkané

doslo k dalsi kontrole média, kde byly viditelné spirochéty ve vSech tfech vzorcich.
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Na obrazku 12 je vysledek PCR s pouzitymi primery pro flagellin (fla outer) o velikosti

497 bp. Pro ujisténi, zda se skute¢né jedna o navazané borelie, PCR produkt byl osekvenovan.

Obr. 12: Fragmenty genu kodujiciho flagellin byly ptitomny u vSech piskomilti po amplifikaci.
Vysledek potvrzuje predchozi pfitomnost borelii pomoci metody PCR.
Sekvence fragmentu genu kodujiciho flagellin B. carolinensis.

1 aaggaattgg cagttcaatc aggtaacggc acatattcag atgcagacag aggttctata

61 caaattgaaa tagagcaact tacagacgaa attaatagaa ttgctgatca agctcaatat
121 aaccaaatgc acatgttgtc aaacaaatct gcttctcaaa atgtaaaaac agctgaagag
181 cttggaatgc agcctgcaaa aattaacaca ccagceatcac tttcagggte tcaggettct
241 tggaccttaa gagttcatgt tggagcaaac caagatgaag ctattgctgt aaatatttat
301 gcagctaatg ttgcaaatct tttctctggt gagggagcte aaactgctca ggctgeacct
361 gttcaagaag gtgttcaaca agaaggagct caacagccag cacctgetac agcaccttct
421 cagggtggag ttaattctcc tgttaatgtt acaaccacag ttgatgctaa tacatcactt
481 gctaaaatag aaaatgc

4.4.4. Reakce séra mysi s B. carolinensis

Test prokazal, Ze pouze 5,3% borelii bylo zabito pomoci komplementu. Zminény druh

borelie je rezistentni ke komplementu mysi.
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4.45. Real time PCR

Pro dalsi potvrzeni pfitomnosti borelii ve tkanich hostitele byla pouZita metoda real time
PCR.

Na obrazku 13 je amplifikacni kiivka, kterd ukazuje: Cervené - pozitivni vzorky (ve
kterych byly borelie), zelen€ - negativni vzorky. Pozitivni vzorky pochdzi z tkani piskomila i

tkan€ mysi.

Amplification Curves

19.8171

17.8171

15.817

13.8171

11.817

Fluorescence (483-533)
o w©
et = 2
) o 3

3817

1.817

-0.183| =

-2.183

Obr. 13: Amplifikacni kiivka reakce.
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5. Diskuze

Spirochéty komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato, dokazou proniknout do vniténich
tkani hostitelti a zplisobit Lymskou boreliézu. LB se projevuje u mysi podobné jako u lidi.

SCID mysi maji trochu horsi pribéh onemocnéni, ktery nékdy kon¢i 1ézemi na srdci.

Do dnes bylo popsano 20 druhti borelii, ovSem pouze 3 druhy byly prokadzané jako
definitivné patogenni pro ¢lovéka (B. burgdorferi s.s, B. garinii, B. afzelii). Nicmén¢ se obcas
objevi 1jiny druh borelie, ktery zptsobi Lymskou boreliozu u ¢loveka, pfestoze neni povazovan

za patogenni, popiipad¢ ma jen patogenni potencial.

Tato prace byla zamétend na zjiSténi patogenniho potencialu nové popsanych druhti borelii
z komplexu Bb s.1, B. americana a B. carolinensis, které byly izolovany ze vzorku, pivodem
ze Severni Ameriky. Ovéfeni schopnosti téchto druhd bakterii pronikat do riznych tkani
laboratornich mysi a piskomilli, odpovi na otazku, zda B. carolinensis a B. americana jsou
nebezpecné pro ¢loveéka. Pro porovnani patogenniho potencialu byla pouzita B. burgdorferi s.s.,

prokazatelné patogenni pro hlodavce.

B. americana

B. americana byla popsana roku 2009 na zaklad¢ analyzy sedmi izolatl z nymf klistéte
I. minor. Tyto nymfy byly sesbirané z ptaki ve Wedge Plantation, Charleston County a Jizni
Karolin€ na jihu Spojenych stat americkych. P&t ze sedmi nymf bylo ziskdno ze sttizlika
karolinského (Thryothorus ludovicianus) a dvé byly izolovany z pipila rudookého (Pipilo
erythrophthalmus). Na zékladé¢ fylogenetické analyzy péti riznych lokusti bylo zjisténo, Ze tyto
izolaty se seskupuji dohromady S kmeny izolovanymi diive v Kalifornii, které pro malé
mnozstvi izolatl a nedostate¢né mnozstvi informaci byly pojmenovany jako ,,genomospecies
1 (Postic et al., 2007). Tyto izolaty byly také pivodné izolovany z klistat I. pacificus Dr.

Tomem Schwanem (National Institutes of Health [NIH], Rocky Mountain Laboratories).

Vsechny izolaty nového druhu, které byly pojmenovany Borrelia americana sp. nov.,
jsou totiz spojené s klistaty I. pacificus a I. minor. Klist'ata infikovana B. americana na jihu

USA se krmili na ptacich. Dalsi hostitelé B. americana jesté nejsou znami.
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Je tudiZz neznamo, zdali B. americana muze infikovat ¢lovéka nebo nemuze. Jak |.
spinipalpis (zapadni USA), tak i . minor (vychodni USA) nejsou typickymi klistaty sajicimi
na Cloveéku, saji jen ve velmi vzacnych ptipadech. Z tohoto divodu by teoreticky nemélo
dochazet k ptenosu infekce na ¢lovéka. Ovsem |. pacificus (zapadni USA) a |. scapularis
(vychodni USA) jsou druhy klistat, které clov€éka kouSou. Tato klistata saji i na stejnych
hostitelich jako I. spinipalpis a I. minor. Izolaty B. americana z I. pacificus potvrzuji, ze tento
druh klistéte, ktery napada i ¢lovéka, mize ziskat borelie z infikovaného hostitele. Teoreticky
tak maze dojit k pfeneseni B. americana na ¢lovéka. B. americana se zda byt druhem, ktery se

tiSe Siff mezi divokymi zvitaty.

V experimentech v této praci se nepovedlo nakazit mysi spirochétami B. americana pii
pouzitych podminkach. Ani po 5 tydnech od infikovani mysi pfitomnost B. americana ve v§ech
tkanich nebyla potvrzena. Dalsi experiment na citlivost B. americana k hostitelskému
komplementu potvrdil ptedchozi vysledek, mySi komplement byl schopny zneskodnit
spirochéty tohoto druhu. Nicméné tyto experimenty ndm nedavaji konecnou odpoveéd o
patogennim potencialu B. americana. Neuspésné nakazeni mysi mize byt zpisobené vybranym
druhem mysi. Je mozné, Ze jiny druh mysi nebo jiného hlodavce by byl pro B. americana
nachylny. Tuto domnénku potvrzuje fakt, Ze rizné izolaty B. burgdorferi sensu lato maji rizny
infekéni potencial u riznych hostiteld. Citlivost jinych druht borelii viici komplementu riznych

hostitelt jiz bylo popsano (Gern et al., 1998, Kurtenbach et al., 1998).

Zjistovani patogenniho potencialu B. americana dostalo jesté vétsi vyznam po publikaci
Dr. Kerry Clark z Univerzity Jizni Floridy, ktery analyzoval sekvence DNA borelie ze dvou
pacientll nakazenych LB ve Spojenych stitech. Tyto sekvence byly velice podobné B.
americana (99%). Studie publikovana v kvétnu 2013 v International Journal of Medical

Sciences muze vnést nové svétlo na potencidlni patogeneze tohoto nové popsané¢ho druhu

borelie (Clark et al., 2013).

Ziejme je diivod pro dalsi pokusy na jinych laboratornich modelech, nejspise na ptacich.
Vysledky budouci prace jsou dulezité pro urCeni hostiteld B. americana a tudiz i pro jeji

roz$iteni mezi divokymi zvifaty a klist’aty.

Mezitim, vysledky experimentl z této praci jsou dobrym piispévkem k identifikaci

hostitelskych druhd, které nejsou rezervoarovymi hostiteli B. americana. Tato data jsou také
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velmi dulezité, protoze mnozstvi téchto hostitelii v dané oblasti mize vyrazné ovlivnit mnozstvi

infikovanych klist’at.

B. carolinensis

Na rozdil od B. americana, ktera byla izolovana pouze z klistat, B. carolinensis byla
vykultivovana z us$ni tkan¢ hlodavci, kteti jsou dvéma hlavnimi reservoary pro Borrelia
burgdorferi s.l. na jihu USA. Z 16 ptivodnich izolatd, které patftili do nové skupiny komplexu
B. burgdorferi sensu lato a byly pojmenovany B. carolinensis, 9 izolati bylo izolovano z kiecka
bavlnového (P. gossypinus), 6 z lesomysi floridské (N. floridana) a pouze 1 z klistéte I. minor,
samice, ktera se krmila na N. floridana. Zda se tak, ze N. floridana a P. gossypinus jsou
primarnimi hostiteli tohoto druhu borelie. Geografické rozsitfeni obou druhti hlodavct a znalost,
ze na nich parazituji klist'ata . scapularis, 1. affinis, 1. minor, D. variabilis, a A. maculatum,
miuize byt pouzito pro moznost predpokladu rozsifeni B. carolinensis v USA. Epidemiologicky
vyznam B. carolinensis pro ¢lovéka nebo hlodavce az do ted’ neni znamy. Tento druh borelie
je blizce ptibuzny B. bissettii, ktera je pfitomna v Kalifornii a je spojovana s LB u lidi jak

v Severni Americe, tak i v Evropé (Rudenko et al. 2009).

Na zacatku byly nalezy B. carolinensis oznamovany pouze z jihovychodni Ameriky, ale
uz v roce 2010, rok po objeveni B. carolinensis, skupina francouzskych védct publikovala nélez

B. carolinensis v klistatech z jihu Francie (Cotté V. et al., 2010).

Dale, v roce 2014 Foley et al. popsali pfitomnost B. carolinensis u hlodavcu z
Kalifornie, v€etné domécich a polnich mysi, stejné jako v ohroZzeném, samostatném poddruhu

kalifornského hrabose Microtus californicus scirpensis — podobny mysi.

Veskeré objevy B. carolinensis svéd¢i o tom, ze geografické rozsiteni tohoto druhu

borelie neni omezeno jen mistem jejiho objeveni.

Vysledky z této prace potvrdili patogenni potencial B. carolinensis u hlodavcu.
Pritomnost B. carolinensis v kazdé analyzované hostitelské tkani, byla potvrzena. Obdrzena
data, rozsifi naSe znalosti ohledn¢ infek¢énosti tohoto druhu borelie a pomtiZze tak k pochopent,

jestli tato borelie mize byt vyznamnym ohrozenim 1 pro zdravi clovéka.
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Nicmén¢, i kdyz detekce DNA borelii v hostitelské tkani po laboratornim infikovani
znamena, ze doslo k rozsiteni infekce v t€le hostitele, ovsem neprokazuje to schopnost ptenosu
borelie z infikovaného hlodavce na intaktni klist'ata. Proto je nutné ud¢lat dalsi experimenty
pro objasnéni schopnosti ptenosu B. carolinensis z nakazenych zvifat na klistata. Tato

védomost je dulezita pro piedstavu celistvosti cyklu pienosu a Siteni infekce B. carolinensis.

6. Zavér
e Bylo prokazano ze B. americana, B. carolinensis a B. burgdorferi sensu stricto
vyzaduji odlisné podminky pro uspé$nou kultivaci in vitro.

e Spirochéty druhu B. americana podtypu A (strain SCW — 33) a B (strain SCW — 41)

nejlépe rostly pii teploté 34 °C v BSK — Il médiu vyrabéném v laboratofi.

e Spirochéty druhu B. carolinensis nejlépe rostly v komeréni BSK-H Complete (Sigma)
mediu pfi teploté 34 °C. MKP média vyrabéna v laboratofi je nejméné vhodna pro

kultivaci B. carolinensis.

e Kontrolni kmeny spirochét B. burgdorferi sensu stricto (SCW — 53 a NE5264) rostly

nejrychleji v médium MKP vyrabéném v laboratofi .

e B. americana a B. carolinensis obsahuji nejméné dva geny, zodpovédné za infekénost
borelie, pncA a adeC. Nebylo mozné ovéfit pritomnost tietiho genu, VISE, coZz mize byt
objasnéno nespecifitou primeri, které byly pfipraveny na zéklad¢ sekvence genu jiného

druhu borelie.

e Bylo prokazano, ze pifi pouzitych laboratornich podminkach spirochéty druhu B.
americana nejsou schopné nakazit laboratorni mysi (véetné SCID). Byla potvrzena

citlivost tohoto druhu ke komplementu mysi.

e Bylo prokazano, ze spirochéty druhu B. carolinensis jsou schopné infikovat mysi i
piskomily bez omezeni, za pouZitych laboratornich podminek. Pfitomnost spirochét
byla prokadzéna ve vSech vnitinich tkanich, které byly testovany. Schopnost B.
carolinensis infikovat hlodavce nepiimo ukazuje na potencialni riziko nakazy ¢lovéka

timto druhem borelie.
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7. Nejpouzivanéjsi zkratky

adeC — adenine deaminasa

bp — baze

BSA — bovin serum albumin

BSK — Barbour — Stoenner - Kelly medium

DNA — Deoxyrybonucleic acid

Fla - Flagellin

IgM — imunoglobulin M

LB — Lymska borreliosa

MKP — Modifikované Kelly — Pettenkofer médium
NCBI — National center for biotechnology information
Osp - Outer surface proteins

PCR — Polymerase chain reaction

pncA - Pyrazinamidase /nicotinamidase

RNA — Ribonucleic acid

rRNA — Ribosomal RNA

SCID - Severe Combined Immunodeficiency Disease
Thl - T helper type 1 cells

VISE - variable major protein - like sequence, expressed
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