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1. Uvod

Lymeska borelidza trapi lidstvo severni polokoule uz od nepaméti. Védci se
desitky let snazi vyvinout ucinnou vakcinu proti etiologickému agens Borrelia
burgdorferi, ale doposud nebyli pfili§ uspés$ni. Praci jim do zna¢né miry komplikuje
mnozstvi druht nalezicich k B. burgdorferi a jejich ohromna antigenni variabilita.
Obrovskym problémem mize byt i pfipadna kontaminace jinymi druhy bakterii, jako se
tomu stalo u izolati z ceskobud&jovickych klistat. Kontaminace miize do znacné miry
ovlivnit prabeh a vysledky pokusti, a proto je dulezité ji néjakym zplisobem odstranit.
Bohuzel, ne vzdy pomohou antibiotika, béZné pouzivana pro tento ucel. Ve své praci se
proto zabyvam riznymi metodami a postupy, které vedou jak k odstranéni nezadouci

kontaminace, tak k ziskani ¢isté homogenni kultury borelii.



2. Teoreticky prehled

2.1. Spirochéty

Spirochéty jsou jemné spiralovité bakterie dosahujici délky az 500 pm. Mnozi se
pficnym délenim a béznymi bakteriologickymi technikami se nebarvi. K této skupiné
bakterii nalezi téi rody: Treponema, Leptospira a Borrelia. VSechny tii rody zahrnuji
kromé neSkodnych druhi i druhy vysoce patogenni pro ¢lovéka. (Bednar et al., 1996). V
bunéné sténé spirochét je umisténo tzv. osové vldkno, které davd buiice
charakteristicky tvar a zaroven svymi kontrakcemi umoziuje bakteriim vyvrtkovity

pohyb.

2.2. Rod Borrelia

2.2.1. Obecna charakteristika

Rod Borrelia se tadi do tiidy Spirochaetes, tadu Spirochaetales, celedi
Spirochaetaceae. Jsou to spiralovité 0,2 az 0,5 um S$iroké a 10 az 30 um dlouhé
bakterie, pohybujici se pomoci 7 az 30 axialnich bi¢ikti ukotvenych v periplazmatickém
prostoru na obou koncich buiky. (Barbour et al., 1986). Bi¢iky obtace;ji télo borelie pod
bunécnou sténou a ovliviuji tak jeji tvar.

Jsou chemoorganotrofni, mikroaerofilni, $patn¢ se barvi dle Grama, G¢inngjsi je
barveni Giemsovou technikou. Kultivace borelii in vitro je velmi naro¢na. Nevytvafi
vlastni enzymy pro syntézu aminokyselin, mastnych kyselin ani nukleotidi. Veskeré
tyto latky ziskavaji ze svého hostitele, a proto vyzaduji komplexni zivné pudy S
dostatkem glukdzy, vitamint, bovinniho albuminu a krali¢iho séra, které zajisti pfisun
jiz zminovanych, aminokyselin a mastnych kyselin. (Nazario et al., 1998).

Borelie maji pomérné dlouhou generaéni dobu: 12-20 hodin a optimalni ristovou
teplotu 30-37°C. D¢li se pficnym nebo podélnym zaskrcovanim a matefska bunka ztraci
polovinu bigika (Barbour et al., 1986). Zivé je miZeme pozorovat v temném poli
optického mikroskopu nebo ve fazovém kontrastnim mikroskopu. (Aguero-Rosenfeld et
al., 2005).
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Obrazek 1: Schéma borelie a ukotveni jejiho bic¢iku

(Zdroj: Rosa et. al., 2005)

2.2.2. Borelie jako patogenni mikroorganismus

K rodu Borrelia nalezi asi 33 druht borelii (www.bacterio.cict.fr/b/borrelia.html),
ale jen nékteré z nich jsou pro ¢lovéka patogenni. Takovéto druhy mizeme z klinického
hlediska rozdélit do dvou skupin. Prvni tvofi borelie zpisobujici navratné horecky
(relapsing fever borreliae), druhou pak borelie se vztahem k Lymeské boreliéze (Lyme
disease borreliae) (Felsenfeld, 1965).

Néavratnd horecka neboli vratny tyfus je velice zdvazné onemocnéni, které miize
vést az ke smrti postizeného. Epidemicky vratny tyfus (louse-borne relapsing fever) ma
svého puvodce v bakterii jménem Borrelia recurrentis, jejimz hostitelem je vyhradné
¢lovék. Borelie je pienasena vs§i Satni (Pediculus humanus). V soucasné dobé se
objevuje pouze v severovychodni a stiedni Africe, kde se ve$ stale hojné vyskytuje
(Porcella et al., 2000). Endemicky vratny tyfus (tick-borne relapsing fever) je dalsim
typem navratné horecky. Nejméné patnact druhti borrelii (Borrelia hermsii, Borrelia
parkeri, Borrelia turicatae, Borrelia persica, Borrelia duttoni, Borrelia hispanica a
dalsi) zpiasobujicich toto onemocnéni je prendseno klistaty rodu Ornithodoros v
subtropické a tropické oblasti svéta. Bakterie pronikaji do vSech tkani klist'aka, proto

infekci mohou zpusobit i jeho exkrementy. Primarnim zdrojem téchto borelii jsou



cey

prevazné hlodavci, psovité Selmy a jini divoce zijici savci a dokonce i nékteti plazi

(Felsenfeld, 1965).

2.2.3. Borrelia burgdorferi

Borelie se vztahem k Lymeské borelidze tvoii komplex asi tfinacti druhd
(genospecies), souhrnné nazvanych Borrelia burgdorferi sensu lato. Je mozné, Ze toto
¢islo neni dosud kone¢né. Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia garinii, Borrelia
afzelii a nedavno pritazena Borrelia spielmani jsou prokazateln¢ dolozeny jako puvodci
Lymeské boreliozy. U druhi B. japonica, B. andersonii, B. sinica, B. turdi, B. tanukii a
B. californiensis patogenita neni doposud prokazana, ale v soucasné dobé se
predpoklada, ze i druhy B. valaisiana, B. lusitaniae a B. bissettii maji co do ¢inéni s
Lymeskou chorobu. (Steeree, 2004; Postic et al., 2007; Richter et al., 2004; Wang et al.,
1999; van Dam, 1993; Richter et al., 2006).

Borrelia burgdorferi byla poprvé nahodn¢ izolovana z nymfalniho stadia klistéte
Ixodes dammini (nyni Ixodes scapularis) v roce 1982 doktorem Willy Burgdorferem a
jeho kolegy ve Spojenych statech (Burgdorfer et al., 1982). Tato, do té doby neznama
bakterie, byla pozdé&ji vykultivovana i z pacienta s poé¢inajici Lymeskou nemoci a jeho
imunitni odpovéd byla piesvédCivé spojena se spirochetdlnim plivodem infekce
(Steeree et al., 2004). V dob¢ objeveni spirochéty se mélo zato, Ze se jedna pouze 0
jediny druh. Postupem casu, se zdokonalovanim laboratornich technik, byla vsak B.
burgdorferi rozdélena na vice, jiz vySe zminénych, druht.

Borrelia burgdorferi je vyjimeéna svym genomem. Vlastni jeden linearni
chromozom o velikosti 910 725 bp a devét cirkularnich a dvanact linearnich plasmida o
celkové velikosti 610 694 bp. Dlouhodoba kultivace in vitro ma za nasledek ztratu
nékterych plasmidd, tudiz i zménu proteinové exprese a ztratu schopnosti infikovat
pokusna zvifata. Z toho lze usuzovat, ze plasmidy koduji proteiny, hrajici duleZitou

ulohu pfi virulenci (Fraser et al., 1997).

2.2.4. Prirodni cyklus B. burgdorferi a jeji antigenni vlastnosti

Nejrozsitenéjsim vektorem prenasejicim B. burgdorferi na ¢lovéka a jiné savce
jsou klistata druhu Ixodes dammini, I. pacificus, I. scapularis v Severni americe a I.
ricinus a I. persulcatus v Euroasii. Rezervoarem téchto bakterii v pfirodé jsou pievazné
hlodavci a v malé mife i ptaci (Wilske et al., 1993). Klist'ata jsou schopna $ifit bakterie

diky svému komplexnimu zivotnimu cyklu, kdy projdou postupnym vyvojem od



vajicka, pies larvu a nymfu, az po dospélého jedince - imago (Nazario et al., 1998).
Relativné kratkd parazitickd faze, béhem které dochédzi k sani, je stfidana dlouhou
neparazitickou fazi bez pfistupu k potravé a tekutinam. Kazdé vyvojové stadium klistéte
saje pouze jednou a pokazdé na jiném hostiteli (Kniille et at., 1982). Nepatrna larva si
vcetné Clovéka. Hostitelova krev zajist'uje rist a vyvoj nedospélych klistat a produkci
vaji¢ek dospelymi samicemi (Diehl et al., 1982).

Pro borelie je zivotné¢ dulezité vyvinout mechanismus, ktery jim umozni
prekonat imunitni odpoveéd’ klistéte, pro usidleni se v jeho zazivacim traktu a nasledné
vycestovani skrz slinné zlazy az do hostitele a samoziejme musi byt schopny hostitelsky
organismus kolonizovat. K tomu jim slouzi povrchové proteiny nazvané Outer surface
proteins (Osp), jejichZ exprese se rizné méni jak v zavislosti na zivotnim cyklu klistéte,
tak samotnych borelii. Behem podzimu, zimy a ptedjafi piezivaji borelie v zazivacim
traktu klistécich nymf v ne¢inném stavu. V tomto obdobi exprimuji zejména proteiny
OspA a OspB, které zde plni funkci adhezivnich molekul. Kdyz se klist¢ koncem jara
zacne krmit, exprese proteini se méni. Produkce OspA se snizuje a zvySuje se exprese
OspC, ktery je nutny pro infikovani sav¢iho hostitele (Steere et al., 2004). Borelie musi
béhem sani klistéte vycestovat ze stieva do hemolymfy, slinnych zlaz a nakonec do
hostitele (Piesman et al., 2002). Napomaha jim ktomu schopnost vazat savéi
plasminogen a jeho aktivatory z nasaté krve savcl a tim usnadni rozSifovani spirochét
uvniti klistéte. Po vycestovani ze stfevniho lumen do slinnych zlaz prevlada jeste
exprese OspC, ale n¢které druhy borelii produkuji pouze OspE a OspF, exprese OspA a
OspB jiz chybi (Steere et al., 2004). Béhem diseminace spirochét do hostitele se
objevuje protein VISE, vyznacujici se vysokou antigenni variabilitou. Jeho expresi
borelie aktivné omezuje pulsobeni rozvijejici se imunitni odpovédi hostitelského
organismu a umozni ptrechod do chronické faze infekce. V téle teplokrevnych savci
exprimuji dal$i proteiny OspE a OspF, které vazi H-faktor zapojeny do regulace
aktivace komplementové kaskady. V pozdni fazi infekce se na povrchu borelili opét

objevuji OspA a OspB (Ktupka et al., 2008).
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(zdroj: http://newenglandtickandmosquito.com)

2.3. Lymeska boreliéza

Lymeska choroba, jak je také nazyvana, je multisytémové onemocnéni zacéinajici
V misté prisati klistéte a postupujici z lokalizované kozni vyrazky - erythema migrans -
do rozli¢nych organovych systému (Sellek et al., 2002). Své jméno ziskala diky méstu

Old Lyme, kde jako prvni zapocal dtikladny vyzkum typickych ptiznakii onemocnéni.
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2.3.1. Historie

Kdyz byly v Connecticutu v USA pozorovany prvni piipady stavu, nyni
znamého jako Lymeska borelidza, bylo to az dlouhych devadesat dva let poté, co Alfred
Buchwald v Evropé popsal chronickou kozni poruchu, pozdéji nazvanou acrodermatitis
chronica athrophicans. Vroce 1909 Arvid Afzelius predstavil Stockholmskému
dermatologickému sdruzeni pacienta s pomalu expandujici kozni 1ézi, kterou nazval
erythema migrans. O n¢kolik let pozdéji, v roce 1923, vidensky dermatolog Benjamin
Lipschiitz naznacil, ze pozornost a vyzkum by mély byt sméfovany k bakterialnimu
vysetieni zazivaciho traktu a sekretu slinnych zlaz klistat. AvSak v Evrop¢ nikdo jeho
myslenku nenasledoval (Stanek et al., 2002). Zlom nastal v roce 1975 v USA, kdy
matky z Old Lyme a dvou sousednich mést oznamily nezvykle vysoky pocet ptipada
vzacné juvenilni artritidy u déti Zijicich blizko sebe. Pficinu pftijeli objasnit experti
z Yalské university v ¢ele s Alanem Steereem. Do Iéta 1976 napocitali 39 déti a 12
dospélych u kterych artritida byla doprovazena riznymi klinickymi projevy, jako
horecka, bolest hlavy, inava, bolest svalii a vyrazka (Monzoe, 2001; Sternbach et al.,
1996). Steere a kolegové, nevédomi si pifedchozich svédectvi v Evropé, usoudili, ze lidé
trpi novou, dosud neznamou nemoci a nazvali ji Lymeska artritida. Dal$i podrobny
vyzkum objevil u pacientll nejen rozvoj artritidy, ale u nékterych také neurologické a
kardialni abnormality. Tudiz byl rozpoznan komplex multisystémovych poruch

organismu a jméno Lymeska artritida bylo zménéno na Lymeska choroba (Stanek et al.,
2002).

2.3.2. Imunita

V pribéhu onemocnéni je prokazatelna vyznamna proliferace T bunék
v periferni krvi, v mozkomi$nim moku a v kloubni duting. Protilatkova odpoveéd’ se
rozviji v relativné kratké dob¢. Za 1-3 tydny je prokazatelna tvorba IgM globulini proti
bicikovému antigenu borelii. Sekrece IgG proti nejméné jedendcti riznym antigenim
nastava o 2-4 tydny pozdéji a mlze pietrvavat mésice az roky i bez vazby na dalsi
klinicky vyvoj onemocnéni. Specifické protilatky bohuZel nemaji ochranny charakter a
v n¢kterych pripadech nejsou prokazany vibec. (Bednar et al., 1996; Bartin¢k et al.,
2006).
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2.3.3. Klinické projevy

Obecné rozdélujeme projevy Lymeské borelidzy na tii faze, i kdyz ne vzdy
probéhnou vsechny. Klinické projevy jsou rizné v odlisSnych ¢astech svéta a lisi se i
mezi jednotlivci. Tyto rozdily jsou zapfi¢inény existenci vice druhti borelii
zpusobujicich Lymeskou chorobu.

Nejlepsim ukazatelem prvni faze (¢asna lokalizovana infekce) je Cervena skvrna
v misté prisati klistéte se svétlym stfedem (erithema chronicum migrans). Muze byt
lokalizovéana kdekoli na téle 7 - 30 dnli po proniknuti bakterie do organismu. Nejbéznéji
vSak na stehné, slabinach a v podpazdi. Nékteré postizené navic doprovazi malatnost a
unava, bolest hlavy, horecka, zimnice a zvétSeni uzlin (lymfadenopatie).

Druhé faze (Casna diseminovana infekce) se rozviji béhem néckolika tydnl az
meésicl. Borelie jsou diseminovany do rozlicnych ¢asti téla. Zasazena miize byt nervova
soustava a postupné zaéne vykazovat jednotlivé projevy meningitidy, encefalitidy, chori
a neuritidy. Nejcastéjsim projevem je vSak artritida, charakteristicka vracejicim se
otokem a bolesti, postihujici zejména velké klouby, jako je naptiklad kloub koleni.
Vzécné byvéa zasazen 1 kardiovaskularni systém. Dostavuji se piiznaky infarktu a
poruchy srde¢niho rytmu.

Tteti faze (pozdni diseminovand infekce) nastupuje béhem nékolika mésict az
let po vypuknuti infekce. Znova se objevuji vySe popsané piiznaky, ale ptechazeji do
chronického stavu. Nastavad nevratné postizeni kloubli erozi, nervovou tkan postihuje
tézka diseminovand encefalitida a kazi zarudlé 1éze nazyvané chronickd atroficka

akrodermatitida (Farmakoterapeutické informace, 4/2006; Steeree et al., 1984; Rahn et
al., 1991;).

2.3.4. Lécba a prevence

Je velmi dulezité chorobu vcas a spravné diagnostikovat, protoze zahéjeni 1écby
V prvnim stadiu ma velice dobré vysledky. Volba vhodnych antibiotik se odviji od véku
pacienta, druhu postiZzeni a stadia infekce. V tabulce 1 jsou uvedena béZné pouZivana
antibiotika na rGzné klinické projevy Lymeské choroby. Jestlize chceme pfedchazet
nakaze, nasi jedinou moZznosti je chranit se pred pfisatim klistéte nebo sajici klist€ ihned
odstranit a postizené misto oSetfit dezinfekénim prostfedkem na bazi jodu. Tim snizime
riziko propuknuti choroby na minimum, protoze pienos borelii z klistéte trva ziejmé

vice nez 24 hodin.
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Bohuzel G¢innd vakcina v Evropé pro ¢lovéka Vv soucasné dobé neexistuje.
Dtivodem je vicero etiologickych agens a obrovskd variabilita jejich povrchovych
antigent. Naopak v USA se sice podatilo vyvinout vakcinu proti Borrelia burgdorferi
sensu stricto, zaloZenou na pouziti rekombinantniho OspA, ale v roce 2002 byla stazena
z trhu. Divodem byla pfili§ vysoka cena jedné davky a obavy z vedlejSich ucinki.
Tento druh borelie se v Evropé vyskytuje pouze minoritné, proto by vakcina na nasem
uzemi nebyla u¢inna (Ktupka et al., 2008; Bartuingk et al., 2006, Krbkova, 2007).

Erythema migrans, erythema migrans multiple, boreliovy lymfocytom

Antibiotikum Davkovani a zplisob podani | Délka terapie

enicilin (phenoxymethylpenicilin, | 3x1 - 1,5 mil IU p.o.
P (p Y yIP P 14 dni (10 — 21 dni)

penicilin G, prokain) 2x 1,5 mil IU i.m.
doxycyklin 2x 100mg p.o. 14 dni (10 — 21 dni)
. ] 2x 500mg p.o. 1.den
azithromycin
1x 500mg p.o. dalsi 4 dny
amoxicilin 3x 500 — 1000mg p.o. 14 dni (10 — 21 dni)
cefuroxim axetil 2x 500 — 1000mg p.o. 14 dni (10 — 21 dni)

Boreliovy lymfocytom (déti)

0,1 - 0,6 mil 1U/kg/den

penicilin 21 —28 dni
3 —4x denné p.o., 1x denn¢ i.m.
ceftriaxon 50 — 100mg/kg/den 1x denné i.m. | 14 dni (10 — 21 dni)
Neuroborelioza
cefriaxon 1x 2gi.v. 14 - 21 dni
cefotaxim 3x 1gi.v. 14 - 21 dni
penicilin G (benzylpenicilin) 4x 5mil 1U i.v. 14 — 21 dni

Izolovana paréza n. facialis boreliové etiologie

doxycyklin 2x 100 mg p.o. 21 dni (14 - 30)

amoxicilin 3x 500 — 1000mg p.o. 21 dni (14 - 30)

Lymeska artritida a karditida, acrodermatitis chronica atrophicans

doxycyklin 2x 100mg p.o. 21 dni (14 - 30)
amoxicilin 3x 500 — 1000mg p.o. 21 dni (14 - 30)
ceftriaxon 1x 2gi.v. 21 dni (14 — 30)

Tabulkal: klinicka forma Lymeské borelidzy a doporucend antibiotika
(zdroj: Lymeska borelioza, MUDr. Lenka Krbkova, CSc., Lékarska fakulta Masarykovy univerzity
v Brng, Klinika détskych infekénich nemoci, FN Brno-Bohunice)
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3. Cile prace

1. Purifikace borelii limitnim fedénim

2. Purifikace borelii pomoci izolace z infikovanych mysi
3. Purifikace borelii pomoci antibiotik

4, Purifikace borelii na agaru
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4. Material a metody

Borelie

Pro vsechny pokusy, pokud nebude popsano jinak, byly borelie kultivovany
standardnim zpasobem. Inokulum boreliové kultury bylo pieneseno do 5ml tekutého
BSK-H média s 1% sm¢ési antibiotik pro borelie (SIGMA) a ponechédno v termostatu pfi
34 °C 4-5 dni. Nasledn¢ byly borelie spocitany dle Magnusona (Magnuson, 1948). Na
podlozni sklo bylo odpipetovano 3,5ul boreliové suspenze, prekryto krycim sklem o
rozmérech 1,8 x 1,8 cm a Spocitdno 20 zornych poli v temném poli optického
mikroskopu pti zvétSeni 400x. Vysledny pocet borelii v 1ml byl vypocitan podle vzorce,

ktery vznikl odvozenim od vzorce Magnusonova:
pocet bor./ml =a * 7,7 * 10°
a zde znamena primérny pocet borelii ze 20ti zornych poli.

4.1. Purifikace borelii limitnim Fedénim
Tato metoda je vhodna pro ziskani Cisté boreliové kultury ze smési vice druhi.
Zde byl pouzit Ceskobudéjovicky kmen borelii CB53 (Borrelia burgdorferi sensu

stricto), ktery byl kontaminovan kmenem CB61 (Borrelia garinii).

4.1.1. Pottebné chemikalie:
BSK-H médium (SIGMA), antibiotika pro borelie (SIGMA), 10x TAE pufr, agardza
(Amresco), polymeraza Taq-500 (rEcoli), nukleotidy dNTP mixture (TAKARA), kit pro

ptipravu DNA High Pure PCR Template (ROCHE), deionizovana voda, primery
(Generi Biotech), ethidium bromid (EtBr) (Top-Bio), zatézkavaci pufr (Fermentas),
DNA marker (Fermentas).

4.1.2.Postup:

1. Nejprve bylo nutné pfipravit si suspenzi borelii CB53 o koncentraci 20 borelii/ml.

2. Z takto pfipravené suspenze bylo postupné odebirano 50ul (teoreticky by tedy
kazdych 50 pl mélo obsahovat pouze jednu borelii) a pfenaseno postupné do padesati
mikrozkumavek o objemu 500ul a doplnéno 450 ul BSK-H média s antibiotiky.
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3. Po kultivaci byla ve vSech mikrozkumavkach hodnocena pfitomnost borelii a
kontaminace: pasterovou pipetou bylo kapnuto na podlozni sklo malé mnoZzstvi
obsahu mikrozkumavky, ptikryto krycim sklickem a zkontrolovano v temném poli
optického mikroskopu. Pro dalsi postup byly vybrany ty mikrozkumavky, které
obsahovaly narostlé borelie a od pohledu Zadné, nebo jen malé mnozstvi kontaminace.

4. Jejich obsah byl pfenesen do asi 5ml BSK-H média s antibiotiky a opét kultivovan.

5. Dale nasledovala izolace DNA pomoci komer¢niho kitu High Pure PCR Template a
PCR (polymerazova fetézova reakce), kterou byla ovétena Cistota kultury.

6. Cisté kultury byly zamraZeny na -75°C.

4.1.2.1. I1zolace DNA v bodech:

1. Iml narostlé boreliové kultury byl sto¢en 30 minut pii 13000 rpm

2. Supernatant byl opatrné odlit a do peletu bylo ptidano 200ul lyzaéniho pufru T1 (z
kitu) a 40ul proteinazy (20 mg/ml - lyofilizovana z kitu). Obsah byl dobfe promichan
a mikroskumavka ponechana v bloku piedehfatém na 56°C po dobu 30 minut.

3. Bylo ptfidano 200ul pufru T2, vSe promichano a ddno do bloku, tentokrat po dobu 10
minut pii 70°C.

4. Byl ptidan 96% ethanol, vSe promichano a pfeneseno do kolonky, ta byla nasazena na
jimaci zkumavku a dana centrifugovat pti 10000 rpm na 1 minutu.

5. Kolonka byla pfenesena do nové jimaci zkumavky a bylo pfidano 500ul pufru TX
opét centrifugace pti 10000 rpm po dobu Iminuty.

6. Kolonka byla znovu pfenesena na ¢istou jimaci zkumavku a bylo ptidano 500ul pufru
T3, byla provedena centrifugace pti 13000 rpm 3 minuty, filtrat byl vylit do Persterilu
(desinfekce) a kolonka vracena na jimaci zkumavku.

7. Kolonka byla stocena 2 minuty nasucho pii 13000 rpm.

8. Kolonka byla pifendana na zkumavku. Pipetou bylo do stfedu kolonky ptidano 200ul
pufru T5 vytemperovaného na 50°C, 1 minutu nechano stat a pak centrifugovano pfi
8000 rpm 1 minutu.

9. Cast finalniho produktu byla pouzita pro PCR a &ast byla zamrazena na -80°C pro

pifipadné pozdéjsi pouziti.

4.1.2.2. PCR (polymerizovi fetézova reakce)

Veskera ptiprava vzorkll probihala na ledu a co mozna nejrychlejsim zptisobem.

Pro jednotlivé reakce byly pouzity malé zkumavky pro PCR. Primery (viz. tabulka 3) ze
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zasobniho roztoku o koncentraci 0,1mM byly nafedény 10X a byly pfipraveny Ctyfi
rizné Master Mixy, kazdy s jinou dvojici primert. Celkovy objem reakéni smési jedné

reakce byl 20ul. Slozky Master Mixu pro jednu reakci jsou uvedeny v tabulce 2.

deionizovana H,O 12,3ul
10x reak¢ni Taq pufr 2ul
nukleotidy 10mM 1,6ul
primery 0,01mM Tpl + Tul
Taq polymeraza 5U/pl 0,1ul
vzorek DNA 2ul

Tabulka 2: Slozky Master Mixu pro 1 reakci

Druh Borrt_—zha Primer Sekvence TmeC Borelie pro pozitivni
burgdorferi s.I. kontrolu
BBSLE 5-ACG CTG GCIZA GTG 55
Bb sensu lato CGT CTTAAS jakykoli kmen
BBSLR 5-CTG ATATCA ACA 55

GAT TCC ACCC-8

5-AAC AAA GAC GGC

BBssF AAG TAC GAT CTA 55
. ATT-3'
Bb sensu stricto 5TTA CAG TAA TTG kmen CB53
BBssR TTAAAGTTG AAGTGC |55
C-3'
5-CTA ACC GCACTA
B.garinii MES ACA GCAGCAAT-3 > kmen CB61
9 MC33. 5-AGT TTT CAT TAG 5
CAG CAA-3'
5-TAA AGA CAA AAC
GlIIF ATC AAC AGA TGA AAT | 55
B. afzelii c-3 kmen CB43
GIIR 5-TTCCAATGTTACTTT 55

ATC ATT AGCTACTT-3

Tabulka 3: Pouzité primery pro PCR, jejich sekvence, teplota pii annealingu Tm a kmen borelii pouZzity

pro pozitivni kontrolu.
Pro kazdy primer byla pfipravena 1 negativni a pozitivni kontrola. V ptipad¢ negativni

kontroly byly do smési misto vzorku DNA piidany 2pl deionizované vody a u pozitivni

kontroly 2ul DNA izolvané z pfedem zndmych kment borelii. Zkumavky byly dobie
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promichany a vlozeny do termocycleru UNO Il (Biometra). Teploty v cycleru byly

nastaveny takto:

1. pocateCni denaturace.............cceeveereennnne. 94°C 5 minut
2. denaturace pro kazdy cyklus.................... 94°C 30 sekund
3. nasednuti primert (annealing)................. 55°C 45sekund
4. syntéza vlaken DNA (extension)............. 72°C 1 minutu
5. konecnd syntéza..........ccoeeveerienieniiennnnns 72°C 7 minutu

Krok 2 - 5 byl zopakovan v 35 cyklech. Po dokonéeni aplifikace (namnozeni) tseku

DNA byla provedena detekce produktli na agar6zovém gelu pomoci elektroforézy.

4.1.2.3. Gelova elektroforéza v bodech:
1. 10x TAE pufr (24,23 g TRIS, 5,706 ml 99% kys. octové, 1,869 EDTA-Na,, 500 ml
H,0) byl natedén na 1x TAE. Z 1g agar6zy a 100 ml 1x TAE pufru byl pfipraven 1%

gel,do kterého jesté pred zatuhnutim byly vmichény cca 2ul EtBr.

2. 1x TAE pufr byl také nalit do elektroforézni komurky, ktera obsahovala ztuhly gel.

3. Ke kazdému produktu PCR bylo ptiddno 5ul zatézkavaciho pufru a obarveny produkt
byl nanesen do jamek v gelu. Do jedné jamky byl dan DNA marker.

4. Byla provedena elektroforéza pii 100V po dobu 50ti minut.

5. Pritomnost produktu PCR v gelu byla hodnocena pod UV svétlem.

4.2. Purifikace borelii pomoci izolace z infikovanych mysi

Pro tento pokus bylo pouzito Sest mySich samic C3H/N 6 tydni starych. Byly
infikovany suspenzi borelii CB53 ¢tvrté pasaze a chovany ve zvéfinci Parazitologického
tistavu Akademie véd CR v Ceskych Budgjovicich. Podkladem metody byly publikace:
Sinsky a Piesman, 1989; Wikel et al., 1997.

4.2.1. Potfebny material:
Mysi C3H/N (ANLAB), BSK-H médium (SIGMA), antibiotika pro borelie (SIGMA),
krevni agar (DULAB), 70% ethanol.
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4.2.2. Pracovni postup:

1. Ze suspenze borelii CB53/1V, ziskané limitnim fedénim v kapitole 4.1.2., bylo
pfipraveno 3est infek&nich davek. Kazdd o objemu 40ul a koncentraci 4x10°
borelii/ml.

2. Mysi byly subkutanné infikovany a chovany ve zvéfinci za standardnich podminek
(22°C, relativni vlhkost vzduchu 65%).

3. Po 3., 4. a 5. tydnu byla provedena pitva vzdy jedné dvojice mysi. Mysi byly na par
minut ponofeny do 70% ethanolu kvuli vnéjsi desinfekci. Nasledné byly odebrany
tyto organy: srdce, moc¢ovy méchyf, kloub zadni nohy a ucho a pieneseny do 5ml
BSK-H média s 1% piidavkem antibiotik pro borelie.

4. Zkumavky byly umistény do termostatu a kultivovany pti 34°C 14 dni.

5.V temném poli optického mikroskopu bylo ovéfeno, zda zkumavky s organy obsahuji
borelie.

6. Pro ové&feni piitomnosti kontaminace bylo z kazdé zkumavky odebrano 200ul a
rozetfeno na krevni agar. Petriho misky byly vlozeny do termostatu a kultivovany pfi

37°C 4 dny bez CO..

4.3. Purifikace borelii pomoci antibiotik

Pro odstranéni kontaminace z boreliové kultury byla pouzita riizna antibiotika,
pfidavand do BSK-H média, jak ve formé& roztokd, tak v podobé antibiotickych diskd.
Bylo zjiSténo, Ze kontaminace ptitomna v kultute borelii dobfe roste i na krevnim agaru,

proto byl krevni agar pouzit pro kontrolu t¢innosti antibiotik.

4.3.1. Pottebny material:
BSK-H médium (SIGMA), kontaminovany kmen borelii CB53, antibiotika (SIGMA):
amphotericin B, 5- fluorouracil, fosfomycin, rifampicin, trimethoprim, sulfamethoxazol,

antibiotické disky (Lachema): penicilin, ampicilin, oxacilin, kanamycin, linkomycin,
tetracyklin, streptomycin, erytromycin, 20% dimethylsulfoxid (DMSO), krevni agar
(DULAB).
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Antibiotikum koncentrace v
disku

penicilin 10 pg
ampicilin 10 pg
oxacilin 1lpug

kanamycin 30 ug
linkmycin 10 pg
tetracyklin 30 ug
streptomycin 30 ug
erytromycin 15 ug

Tabulka 4: Koncentrace antibiotik v jednotlivych antibiotickych discich

Antibitikum rozpoustédlo | poZzadovana koncentrace
amphotericin B voda 250 pg/ml
rifampicin DMSO 150 pg/ml
fosfomycin voda 500 pg/ml
5-fluoruracil DMSO 250 pg/ml
trimethoprim DMSO 125 pg/ml
sulfamethoxazol ethanol 125 pg/ml

Tabulka 5: Ptiprava roztoki antibiotik

4.3.2. Pracovni postup:

1. Byly ptipraveny zasobni roztoky antibiotik o pozadované koncentraci, viz. tabulka 5.
Zaroven byla pfipravena smés antibiotik fosfomycinu, 5-fluoruracilu, trimethoprimu a
sulfamethoxazolu, tak, aby jednotliva antibiotika méla ve smési tyto koncentrace:
fosfomycin 400 pg/ml, 5-fluoruracil 100 pg/ml, trimethoprim 10 pg/ml,
sulfamethoxazol 50 pg/ml (M. G. Morshed et al., 1993).

2. Byly ptipraveny 1%, 2% a 3% roztoky jednotlivych antibiotik a vySe uvedené smési
v BSK-H médiu, které¢ byly inokulované 100ul kontaminovanych borelii CB53.

3. Na krevni agar bylo rozetfeno 100 pl shodnych borelii CB53 a na povrch byly

umistény disky napusténé antibiotiky viz. tabulka €. 4.
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4. Zkumavky byly dany kultivovat do termostatu pii 34°C 4 dny a krevni agary do
termostatu pii 37°C v atmosféte bez CO, také 4 dny.

5. U krevnich agari byla zméfena inhibi¢ni zona kolem jednotlivych diski. Obsah
zkumavek byl prohlédnut vtemném poli optického mikroskopu pro ovéteni
piitomnosti borelii a 100 ul suspenze zkumavek bylo rozetfeno na krevni agar a dano
opét kultivovat pii 37°C do atmosféry bez CO,, pro ovéteni ucinnosti antibiotik.

6. Antibiotické disky, u kterych byly zony inhibice vétsi nez 10 mm, byly jednotlivé
vlozeny do BSK-H média a kultivovany spolu s 100 pl boreliového inokula
standardnim zptsobem. Poté byla opétovné pouzita kontrola kontaminace na krevnim
agaru.

7. Dale byla ovéfovana ucinnost rozdilnych kombinaci a koncentraci antibiotik a

antibiotickych diskd. Tyto rizné varianty jsou uvedeny v tabulce 9 v ¢asti vysledky.

4.4. Purifikace borelii na agaru

Borrelia burgdorferi je obvykle péstovana v tekuté zivné pudé¢, ale existuji
publikace, které popisuji rist kolonii i na pevném BSK-H médiu. Tyto publikace byly
predlohou k této ¢asti mé prace (De Martino et al., 2006; Kurtti et al. 1987). Schopnost
rist na pevné pidé je vyznamna, jak k ziskani klonalni kultury (kultury vyrostlé pouze

Z jedné bunky), tak pro odstranéni kontaminujicich bakterii.

4.4.1. Potfebny material:
BSK-H médium (SIGMA), antibiotika pro borelie (SIGMA), agar6za (Amresco),
roztoky antibiotik pfipravenych v kapitole 4.3.2. (fosfomycin, 5-fluoruracil,

trimethoprim, sulfamethoxazol, rifampicin), kultura borelii CB53, plastové Petriho

misky o priméru 6 cm.

4.4.2. Pracovni postup

4.4.2.1. Pokus ¢. 1:

1. Z tekutého BSK-H média byla pfipravena pevna Zivna pida piidavkem 0,2%, 0,5%,

0,8%, 1%, 1,2% a 1,5% agardézy. BSK-H médium obsahuje termolabilni slozky, proto
byla agardza rozvatrena oddélené v malém mnozstvi vody a poté pfimichdna do média
vytemperovaného na 60°C. Také bylo pfimichano 1% antibiotik pro borelie.

2. Smési byly rozlity do Petriho misek vzdy v duplikaci od kazdé koncentrace agardzy.
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3. Na povrch bylo rozetfeno 50ul inokula o koncentraci asi 1,18x10° borelii.

4. Pro kultivaci bylo nutné docilit anaerobniho prostiedi o vysoké vlhkosti atmosféry
Vhodné podminky byly navozeny pouzitim exsikatoru, kde do dolni ¢asti pod rost
bylo nalito malé mnozstvi vody a doprostied rostu byla umisténa svicka, ktera svym
hotenim vytvofila anaerobni prostredi.

6. Exsikator byl umistén do termostatu pii 34°C. Rist kolonii byl pravideln¢ kazdych 5

dni kontrolovan.

Obrazek 4: Exsikator s Petriho miskami a svickou uprostied. V dolni ¢asti je nalita voda.

4.4.2.2. Pokus ¢. 2:

1. Opét byly piipraveny Petriho misky s pevnym BSK-H médiem, tentokrat vSechny
s 1% koncentraci agardzy.

2. Na povrch bylo rozetfeno 100 ul jednotlivych antibiotik (fosfomycin, 5-fluoruracil
trimethoprim, sulfamethoxazol, rifampicin), kazdé v duplikaci.

3. Dale bylo na povrch rozetfeno 50 pl inokula o koncentraci asi 1,2 x10° borelii.

4. Petriho misky byly dany kultivovat do exikatou pii 34°C a rovnéZ prubézné

kontrolovany.
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5. Vysledky

5.1. Purifikace borelii limitnim Fedénim

V tomto pokuse bylo za cil oddélit smésnou kulturu Borrelia burgdorferi sensu
lato. Konkrétné¢ druhy B. burgdorferi sensu stricto a B. garinii ziskané izolaci
z ¢eskobudéjovickych klistat. Inokulum pienasené do jednotlivych mikrozkumavek
bylo nafedéno tak, aby teoreticky kazda pipetovana davka obsahovala pouze jednu
boreliovou buiiku. V idealnim pfipadé by méla tedy kazda mikrozkumavka po kultivaci
obsahovat narostlou homogenni kulturu borelii. V praxi je vSak spiSe otazkou nahody,
zda se opravdu podaii odebrat inokulum pouze s jednou buikou. Nicméné pokuSy
dokazaly, ze limitnim fedénim Ize opravdu jednotlivé druhy od sebe oddélit. Jako dikaz
pro toto tvrzeni byla pouzita PCR vybranych vzorka ( viz. obrazek 5 a 6). Z obrazka
vyplyva, ze vzorky 16 a 26 obsahuji pouze Borrelia burgdorferi sensu stricto, zatim co
vzorky 13, 19 a 30 zistaly smiSené. Pouzitim primeru GIII byla vyloucena pfitomnost

Borrelia afzeli.

M 13 16 19 26 30 -K +K 13 16 19 26 30 -K +K

Primer BBsL Primer BBss

Obrazek 5: Vysledné produkty PCR zviditelnéné na agardézovém gelu s pridavkem EtBr.
Pismeno M oznacuje DNA marker, Cislice oznacuji pracovni nazev vzorku boreliové DNA a
=K, +K ukazuji negativni a pozitivni kontrolu. Primer BBsL je specificky pro komplex Borrelia

burgdorferi sensu lato a BBss pro Borrelia burgdorferi sensu stricto.
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13 16 19

Obrazek 6: Vysledné produkty PCR zviditelnéné na agaré6zovém gelu s ptidavkem EtBr.

26 30

-K +K M 13

Primer MC33

16 19

26 30

-K +K

Primer Gl

Pismeno M oznacuje DNA marker, Cislice oznacuji pracovni ndzev vzorku boreliové DNA a

=K, +K ukazuji negativni a pozitivni kontrolu. Primer MC33 je specificky pro Borrelia garinii a

primer GllI pro Borrelia afzeli.

5.2. Purifikace borelii pomoci izolace z infikovanych mysi

V tomto pokuse byly subkutanné infikované mysi C3H/N vzdy po dvojici

sterilné vypitvany a odebrané organy byly kultivovany v BSK-H médiu s antibiotiky pro

ziskani nekontaminované kultury borelii. Jak ukazuje tabulka 6, az po péti tydnech

inkubace se podatilo ziskat nultou pasaz boreliové kultury, avSak zkouska pFitomnosti

kontaminace na krevnim agaru odhalila kontaminaci. U organt, ze kterych nebyly

izolovany borelie, nebyla vétSinou prokazana ani pfitomnost kontaminace.

mys§ | délka pritomnost borelii a kontaminace v médiu po kultivaci organi
¢islo | chovu po | ucho srdce kloub moc¢. meéchyt
infikovani | borelie | kontam. | borelie | kontam. | borelie | kontam. | borelie | kontam.

1 3 tydny Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne

2 3 tydny Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne

3 4 tydny Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne

4 4 tydny Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne

5 5 tydnt Ne Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ano

6 5 tydnt Ne Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ano

Tabulka 6: Ptitomnost borelii a kontaminace po kultivaci mysich organi v BSK-H médiu.
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5.3. Purifikace borelii pomoci antibiotik

Tento pokus mél za cil nahradit, nebo doplnit stavajici pouzivanou smes
antibiotik pro borelie, protoze jeji ucinnost na kontaminaci, pfitomnou v borelilich
CB53, je nedostaCujici. U testovanych antibiotik (ATB) byla kromé vlivu na

kontaminaci, sledovana i schopnost borelii piezit a rozmnozovat se.

] mnozstvi v mnozstvi
nizev ATB - pocet borelii/ml .
médiu kontaminace

borelie bez ATB 0% 6,45E+07 K

5% 4,34E+06 K
smés ATB 3% 9,78E+06 K

1% 3,17E+07 IK

5% 9,20E+06 K
sulfamethoxazol 3% 1,79E+07 K

1% 1,69E+07 LIK

5% 0,00E+00 MK
trimethoprim 3% 1,31E+06 MK

1% 6,83E+07 TK

5% 7,80E+07 MK
rifampicin 3% 8,58E+07 K

1% 1,51E+08 TK

5% 1,17E+08 IK
fosfomycin 3% 1,78E+08 LK

1% 1,29E+08 K

5% 1,81E+07 IK
5- fluorouracil 3% 3,36E+07 1K

1% 4,18E+07 IK

. 500 pg/ml 5,58E+06 K

amphotericin B

250 pg/ml 2,83E+07 K

Tabulka 7: Roztoky antibiotik a jejich procentudlni mnozstvi v BSK-H médiu. Pismeno K zde naznacuje
bézné se vyskytujici mnozstvi kontaminace, které je pritomné v boreliové kultufe kultivované se
standardnimi antibiotiky. Sipky sméfujici nahoru a dolt ukazuji nartst &i tbytek kontaminace v porovnan

S normalnim mnozstvim.
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Tabulka 7 ukazuje skupinu antibiotik pfipravenou dle pokynl popsanych
v ¢lanku M.G. Morsheda et al., 1993, kromé& amphotericinu B, ktery je soucasti bézné
uzivané¢ smesi antibiotik pro borelie. Vyrazné omezeni rustu borelii zptisobil jen
ptidavek trimethoprimu o koncentraci vyssi jak 1%. Naopak fosfomycin napadné
podporuje rust kultury oproti normalu. Ostatni ATB neméla na prospivani boreliové
kultury zvlastni vliv. Kontrola pfitomnosti kontaminace na krevnim agaru urcila jako
nejucinngjsi inhibitor kontaminace 5% smés ATB. Avsak jeji G¢inky jsou srovnatelné
s komer¢né¢ vyrabénymi antibiotiky od Sigmy. Hodnoceni mnozstvi kontaminace
znazornéné V tabulce 7 je pouze orientacni. Vysledky jsou zaloZeny jen na subjektivnim
pozorovani vzorkd v temném poli optického mikroskopu.

Daéle byla na krevnim agaru zkouSena inhibi¢ni schopnost antibiotik, které se pro
boreliové kultury doposud nepouzivaji. Na obrazku 7 jsou vidét inhibi¢ni zony kolem
jednotlivych antibiotickych diskli na krevnim agaru. Ampicilin, penicilin a oxacilin
nebyly G¢inné. Nevytvotily kolem sebe zadnou inhibi¢ni zonu, proto se s nimi jiz dale
nepracovalo. Oproti tomu linkomycin, streptomycin, erytromycin a tetracyklin
inhibovaly kontaminaci velice G¢inné. U téchto antibiotik byl proto zjistovan vliv na
rust borelii v BSK-H médiu. Kanamycin byl také zahrnut i kdyz jeho inhibi¢ni zéna

nebyla prilis velka. V tabulce 8 je shrnut vysledek pokusu.

Obrazek 7: Test citlivosti kontaminace na antibiotika.
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mnozstvi v mnozstvi
ATB i zivé borelie . inhibi¢ni zéna
médiu kontaminace
kanamycin 1 disk Ano velké 11 mm
linkomycin 1 disk Ne zadné 40 mm
tetracyklin 1 disk Ano velmi malé 35 mm
streptomycin 1 disk Ne velmi malé 20 mm
erytromycin 1 disk Ne velmi malé 20 mm

Tabulka 8: Velikost inhibi¢nich zon u antibiotickych diskl a u¢inky na rist borelii a kontaminace
v BSK-H médiu.

kombinace antibiotik vliv na borelie

1 disk tetracyklin + 0,5% fosfomycin mrtvé

1 disk tetracyklin + 1% fosfomycin mrtvé

2 disky tetracyklin + 0,5% fosfomycin mrtvé

2 disky tetracyklin + 1% fosfomycin mrtvé

1 disk tetracyklin + 0,5% 5-fluoruracil mrtvé

1 disk tetracyklin + 1% 5-fluoruracil mrtvé

1 disk tetracyklin + 0,5% sulfamethoxazol mrtvé

Y disku tetracyklin + 0,5% sulfamethoxazol maly pocet zivych

Y5 disku tetracyklin + 0,2% sulfamethoxazol mrtvé

1 disk tetracyklin + 0,5% smé&s ATB mrtvé
1 disk tetracyklin +1% smés ATB mrtvé
Y4 disku tetracyklin + 0,5% smés ATB mrtvé
V4 disku tetracyklin +0,2 % smés ATB mrtvé
Y, disku tetracyklin + % disku kanamycin maly pocet zivych
Y4 disku tetracyklin + 2% rifampicin maly pocet Zivych
Y4 disku tetracyklin + 1% rifampicin mrtvé
1 disk tetracyklin +1% rifampicin mrtvé
1 disk tetracyklin + 0,5% rifampicin mrtvé

Tabulka 9: Kombinace ATB a vliv této smési na rist borelii
Borelie byly schopny pfezit pouze za pfitomnosti tetracyklinu a kanamycinu.

Ostatni antibiotika je zahubila. BohuZel kontaminaci se opét nepodafilo odstranit. Byly
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proto zkouSeny dal$i rGzné kombinace antibiotik mezi sebou, at uz v podobé
antibiotickych diskl nebo roztokl. Zde byl v prvni fadé€ sledovan vliv na riist borelii. Az
kdyz bylo prokazano, Ze borelie jsou schopny prezit, byla provéfena ptfitomnost
kontaminace na krevnim agaru. V konecném vysledku pouze tfi smési antibiotik (%%
disku tetracyklin + 0,5% sulfamethoxazol, % disku tetracyklin + % disku kanamycin, % disku
tetracyklin + 2% rifampicin) nezahubily borelie, bohuzel ani kontaminaci. V tabulce 9

vyse je piehled pouzitych variant smési ATB a jejich vliv na borelie.

5.4.Purifikace borelii na agaru

Prvni pokus s pevnym BSK-H médiem byl zalozeny na riizné koncentraci agaru,
do kterého byla pfed zatuhnutim vmichana bézna antibiotika pro borelie a na povrch
pak rozetfeno inokulum borelii. V druhém pokuse byl naopak pouzit jen 1% ni agar a na
povrch byla rozetfena pfipravena antibiotika a poté borelie. Kolonie borelii se mély
objevit za 3-4 tydny kultivace (T. J. Kurtti et al., 1987). Toho vSak nikdy nebyl
docileno, protoze ve vSech ptipadech byly Petriho misky béhem 4-7 dnii Upln¢ porostlé
kontaminaci a to bez ohledu na pouzita antibiotika. Na obrazku 8 dole je Petriho miska
s koloniemi kontaminace. Nékdy byla kontaminace tak pocetna, Ze jednotlivé kolonie

splyvaly v souvislou plochu pokryvajici cely agar.

-/ﬁ/

Obriazek 8: Pevné BSK-H médium porostlé kontaminaci.
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6. Diskuze

Tato prace si kladla za cil izolovat od sebe jednotlivé druhy borelii, rostoucich
ve spoleéném médiu a nasledné prokazat a popsat rust kolonii na pevném BSK-H
médiu. Limitnim fedénim, tedy fedénim, kdy byla kultura borelii postupn¢ naiedéna tak,
aby kazda ockovaci davka pifenasena do kultivaéniho média obsahovala pouze jedinou
borelii, byla Borrelia burgdorferi sensu stricto separovana od Borrelia garinii. Toto
tvrzeni bylo ovéfeno metodou PCR za pouziti primert nalezicich jednotlivym druhim
borelii. Zaroven tak byla vyloucCena pfitomnost Borrelia afzeli v kultufe. Byla tedy
ziskana homogenni kultura Borrelia burgdorferi sensu stricto, ovSem nemize byt
fe¢eno, ze vyrostla z jediné bunky. Pro tento tGcel byly borelie kultivovany na pevném
BSK-H médiu.

Pro kultivaci na pevném BSK-H médiu byly pouZity rozdilné koncentrace
agarozy. Pro vyhodnoceni morfologie kolonii pouhym okem je nezbytna kultivace 3-4
tydny (T. J. Kurtti et al., 1987). Tuto dobu kultivace se ov§em nikdy nepodatilo dodrzet,
protoze povrch zivné puady byl béhem asi Ctyf dnt vzdy porostly koloniemi
kontaminujicich bakterii. Proto bylo za dalsi cil prace stanoveno odstranéni nezadouci
kontaminace. V prvni fadé byly pfipraveny roztoky antibiotik (5-fluorouracil,
fosfomycin, rifampicin, trimethoprim, sulfamethoxazol) a jejich smés, které mély
zajistit selektivni rist borelii (M. G. Morshed et al. 1993). Tyto roztoky byly rozetteny
na povrch pevného BSK-H média, tentokrat vSak jen o 1% koncentraci agarozy.
Bohuzel i pti této metod¢ Petriho misky preristaly kontaminaci.

Pusobeni rtiznych antibiotik ve formé roztoki i diskl a jejich kombinaci bylo
dale zkoumano. Nebyla vSak objevena zadnd vhodnd kombinace, ktera by zahubila
kontaminaci a zaroveil umoznila rast borelii.

Mimo cile prace byla z kontaminujicich bakterii, které vyrostly na krevnim
agaru ziskana ¢ista kultura a jeji DNA byla poslana na sekvenacni analyzu do
Genomické laboratofe Ustavu molekularni biologie rostlin AV CR v Ceskych
Budgjovicich. Jelikoz se jednalo o nezndmy vzorek, byl amplifikovan gen pro 16S
malou ribosomalni podjednotku, ktera je charakteristicka pro vSechny druhy bakterii.
Porovnanim  vysledku sekvenace S mezinarodni genomovou databazi
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), bylo zjisténo, Ze se s 96% pravdépodobnosti

jedna o Paenibacillus lactis. Coz jsou rovné, na koncich zaoblené, pohyblivé, Gram
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pozitivni ty¢inky. Maji schopnost tvofit endospory a to jim umoziiuje preckat ty
nejtvrdsi zivotni podminky mezi které patii i pritomnost antibiotik a desinfek¢énich latek
(Scheldeman et al., 2004). Nepochybné¢ je to divod, pro¢ antibiotika usmrti v prvé fadé
bunky borelii, které nedisponuji takovou odolnosti.

Jako posledni metoda odstranéni nezadoucich bakterii byla pouzita purifikace
boreliové kultury ptes samice mySi kmene C3H/N. Po péti tydnech inkubace byly
borelie izolovany ze srdce, kloubu a moc¢ového méchyte infikovanych samic. Kontrola
na krevnim agaru odhalila pfitomnost kontaminace v boreliové kultufe, ticbaze ne v tak
hojném poctu, jako pted inokulaci do mysi. Na prvni pohled se vSak jiz nejednalo o
Paenibacillus lactis. Tyto bakterie rostly na krevnim agaru mnohem déle a odlisna byla
i morfologie kolonii. Zato mnohem Iépe prospivaly v tekutém BSK-H médiu, ve kterém
byly pozorovany pod mikroskopem. Tato kontaminace mohla byt do média zavlecena
pii pitvé z mysi srsti. MySi byly sice zevné desinfikovany 70% ethanolem, ale v srsti
mohly ulpivat sporotvorné bakterie nebo bakterie tvofici pouzdra, které jsou velmi
odolné a ethanol je nezahubil. Nelze také vyloucit, Ze tato kontaminace koexistovala
v inokulatu borelii spolu s Paenibacillus lactis, ktery svym expansivnim ristem
zamaskoval jeji ptitomnost pii kontrole na krevnim agaru. Také mohla odolat imunitni
odpovédi mysi a byt zpétné izolovana spolu s boreliemi, zatim co Paenibacillus byl
imunitnim systémem zahuben.

Bylo by vhodné zaméfit dalsi studie na hledani vhodnych antibiotik, které by
usp&Sné zamezily rist kontaminujicich bakterii. Pak by s nejvétsi pravdépodobnosti
bylo mozné vypéstovat kolonie borelii na pevném BSK-H médiu a byla by tim ziskana
Cista klonalni kultura borelii pro dalsi studie. Jinou, potencialn¢ vhodnou metodou by
mohla byt ptiprava specifickych protilatek proti kultufe kontaminujicich bakterii,
pomoci imunizace pokusnych zvitat. Tyto protilatky by byly ve vhodné koncentraci
piidany k boreliové kultufe a mozna by zpusobily rozpad ptislusnych bakterii.
Vzhledem k dlouhé genera¢ni dobé borelii, by bylo potfeba mnohem vice ¢asu na

podrobnéjsi vyzkum zaméteny na purifikaci a rast borelii.
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7. Zavér

Uspésné se podatilo od sebe separovat Borrelia garinii a Borrelia borgdorferi
sensu stricto pomoci limitniho fedéni. Nepodafilo se vypéstovat kolonie borelii na
pevném BSK-H médiu. Podafilo se izolovat nultou pasaz boreliové kultury z mySich
samic, ale nezdafilo se takto odstranit kontaminaci. Nebyla nalezena ani vhodna
kombinace antibiotik, kterd by inhibovali nezadouci bakterie a dovolila rist kultufe

borelii.
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