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Seznam pouzitych zkratek

CM cytoplasmatickda membrana
Bbs.l. Borrelia burgdorferi sensu lato
Bbs.s. Borrelia burgdorferi sensu stricto
LB Lymfska borelioza

EM Erythema migrans

PCR Polymerazovdettzcova reakce
[. ricinus Ixodes ricinus

RT-PCR Real-time PCR



1. Uvod
Lymska borelibza - ohniskové onemenh s vyskytem zavislym zasafinna

piitomnosti mivodce - spirochéty komplexBorrelia burgdorferi sensu lato, vektoru,
pienasejicich patogen na hostitele a kompetentnzenmuearovych hostitelich jak pro patogen
tak i pro kligata - genaSeée. Neposledni roli hraje ale i mikroklimat regionyednotlivych
mesicich ¢i roénim obdobi, které fimo ovliviiuje aktivitu kli§at a také pohyb divokych

zvirat a voln@asovou aktivitu lidi v firock.

V poslednim desetileti se mira urbanizace celos¥ vyrazré zvySuje. Rychla
urbanizace ma za nasledealegun lidské populace jejich zvySenym cestovanint. rzgppraci,
novy blizSi kontakt lidi a jejich domécich af s girodou. Vyvoj néstskych oblasti je
nasledovan zemami v biodiverzi& fauny i flory. ZvySend mira po¥&’ovani vzbuzuje
pozornost k problému vektibra vektory penasenym nemocem &chto oblastech (Gratz,
1999; Comer et al., 2001; Robinson, 2005), awulje tak i vektory lidskych a zkécich

onemockni a neposlednma vysoky dopad na interakce patoigenpopulaci divoce Zijicich
zvitat (Bradley a Altizer, 2007; Decker et. al.,2010).

Klistata byla vzdy satésti néstské pirody zejména iimestskychéasti obydlenych
oblasti. Urbanizace a lidské aktivity spojené swihou tedyasto pozitive nebo negativé

ovlivnit jak vyskyt klig'at, tak i gitomnost patoganv nich.



2. Hlavni cile prace

1. Literarni studie k problematice.

2. Analyza vybranych rekréaich lokalit v Ceskych Budjovicich a okoli na intenzitu
vyskytu Klig’at.

3. Optimalizace technik pro detekci borelii vyva@#eich Lymskou boreliozu a névratnou
horetku v kligatech ze sia (nymfy, dosplci) v rekre&nich oblastech v okolCeskych
Budgjovic.

4. Analyza drub borelie grenasenych klf&ty v rekrednich zénach \Ceskych Budjovicich
a okoli.

5. Mapovani vyskytd. miyamotoi v dosglych kli&atech z vybranych regi@nliznichCech.

6. Interpretace vysledks dirazem na pouZitelnostiipmapovani rekreaich lokalit v
Ceskych Budjovicich a okoli a ochranu zdravi obyvatelstva.



3. Literarni piehled
3.1 Morfologie spirochét

SpirochétyBorrelia burgdorferi sensu latgBb s.l.) jsou gramnegativni, mikroaerofilni
bakterieajsou charakteristické svym tenkym, spirdléwitnutym tvarem o velikosti 0,2 pm x
4-30 um. Tyto biky jsou st@ené, s pravidelnymi zavity, pohybuji se rotaci kolpodélné
osy ¢i smr&ovanim a natahovanim. Tento pohyb je umntozbiciky, které se vypinaji mezi
obéma konci buiiky z bazélnich disk rozmistnych v cytoplazmatické membr&n(CM),
obt&i télo borelie pod v§Si buré¢nou sénou, ktera se sklada z#& wrstev a to vnini
peptidoglykanové, gedni lipopolysacharidoveé a &8i lipoproteinové vrstvy. Fluidita Wi
membrany je zasadni pro posun antigennich molekobtejmi, a burénych
glykosaminopeptidovych receptorkteré jsou pdebné k adhezi s hostitelovymi tkami
(Hulinské, 2006a).

Rod borelie zahrnuje dvdruhové skupiny. Prvni skupinu t#odruhy borelie
zpasobujici navratnou hotku. Do této skupiny p#t nagiklad B. miyamotoi, B. duttonii, B.
parceria, B. hermisii. Borelie této skupiny jsou ipod€ prenaseny fevazr klistaty zceledi
Argasidae , tzv. "soft-ticks". Druhou skupinou borelii je tkplex Borrelie burgdorferi sensu
lato. Druhy spirochét této skupiny jsotepaseny Kligaty z¢eledilxodidae, tzv. "hard-ticks".

3.1.2Borrelia burgdorferi sensu lato

Komplex Borrelia burgdorferi sensu lato (Bb s.l). je mznorodou skupinou
celos¢tové rozStené bakterie, ktera jiz zahrnuje 20 popsanych wWrgpirochét a &které
doposud nepojmenované izolaty, Hifad "genospecies 2" (Postic et al., 2007). Papis
neni pravdpodobré kone&n¢é. U wétSiny znamych druln spirochét se iigdpoklada, ze maji
omezenou distribuci. Deset diutz komplexuB. burgdorferi s.l. bylo identifikovano a
spojovano s EurasiB( afzdlii, B. garinii, B. japonica, B. lusitaniae, B. spielmanii, B. tanukii,

B. turdi, B. valaisiana, B. sinica a B. yangtze), zatimcoB. americana, B. andersonii, B.
californiensis, B. carolinensis a B. kurtenbachii byly diive povaZzovany za vymezené jen pro
USA (Rudenko et al., 2009a, 2009b; Margos et &l1,02. Borrelia burgdorferi sensu stricto
(Bb s.s.),B. bissettii a B. bavariensis spolu sdili odliSnost vifiomnosti v obou v Novém a
Starém S¥té. Nowe nalezeny drulB. chilensis byl identifikovan v Jizni Americe (Chile), kde

se fedpokladalo, zdb s.l. neni pitomna, krond Uruguaye (lvanova et al., 2013). DalSim



druhem, ktery byl nedavno nalezeny ve FinskBjdinlandensis. Presné roz$eni €chto
druhi doposud neni znamo (Casjens et al.,, 2011). Z 20wudBorelie, 3 kEzr¢ a 4

4

prilezitostre infikuji ¢lovéka a zmsobuji Lymskou boreliozu (LB). Geografické razsii

jednotlivych druli borelie je uvedeno v tabulce 1.

Tab.1: Geografické roz&éni druti borelie. Zdroj: (Rudenko et al., 2011), aktualiaog.

Druh borelie

~

D3)

6)

D6)

: Geografické .
Vektor Host/reservoir roz&ieni Citace
I. ricinus, |. persulcatus | hlodavci Asie, Evropa Canica et al. (1993)
I. pacificus, |. minor ptaci USA Rudenko et al. (2009
|. dentatus Krélik divoky USA Marconi et al. (1995)
I. ricinus hlodavci Evropa Margos et al. (2009)
s Ficinus, I scapularls hlodavci Evropa, USA | Postic et al. (1998)
I. pacificus, |. minor
. ricinus, |. scapularis, hlg?avu, pta§:|, . Evropa, USA | Baranton et al. (1997
I. pacificus jeserky, velci savci
s pa.CI.fICUS,. . jellisonil, klokan, jelenec usaty USA Postic et al. (2007)
I. spinipalpis
. S, Rudenko et al.
I. minor hlodavci, ptaci USA (2009b)
I. ricinus, |. persulcatus,
I. hexagonus, I. ptaci, jeStrky, hlodavci| Asie, Evropa Baranton et al. (199
nipponensis
I. ovatus hlodavci Japonsko Kawabata et al. (19
|. scapularis hlodavci Evropa, USA | Margos et al. (2010
- s Evropa, -
I. ricinus hlodavci, jeStrky Severni Afrika Le Fleche et al. (199
. o Masuzawa et al.
I. ovatus hlodavci Cina (2001)
neznamy
. tanuki (pravcEpodobré kocky, [Japonsko Fukunaga et al. (194
a psi)
. turdus ptaci Japonsko Fukunaga et al. (19
I. ricinus hlodavci Evropa Richter et al. (2006)
I. ricinus, I. granulatus | ptaci, jeStrky Asie, Evropa Wang et al. (1997)
Haemaphysalis
longicornis, I. hlodavci Cina Chu et al. (2008)
granulatus
. pacificus neznamy USA Postic et al. (2007)
I. tilesi :<rys_y Oligoryzomys USA Ivanova et al. (2013)
ongicaudatus
. ricinus neznamy Evropa Casjens et al.(2011

Epidemiologické data z mnoha Evropskych zemi a A W&azuji dramaticky vzestup

diagnostikovanych igppadi LB diky vyvoji novych, pokrokovych, diagnostickycmetod

béhem poslednich deseti let (Hubalek, 2009). Cemnoakpntrolu a prevenci onemaanri ve

Spojenych statech (CDC) ukazaly vysokou incidertipgali onemocgni LB, ktera je ¥tSi



nez 300 000 ippadh rocné. VétSina tchto gipadi byla vySetena u Zen adi. Podle této
nejnowjSi informace by réla byt LB uznavana za epidemii, ktera je alespg ¢astjSi nez
HIV/AIDS (Stricker a Johnson, 2014).

Nyni se zmngnila i definice onemocmi. Co dive nebylo povazovano za Lymskou

borelidzu, nyni miZze byt.

Jak uz byloie¢eno z 20 druth borelii, které byly doposud identifikovany, jsoouze
nékteré povazovany za prokazatelng&vg@dce Lymské boreliézyBb s.s, B. garinii a B.
afzelii. Kazdy druh ma uity tropismus, coZz znamena, Ze jednotlivé druhy jspojované
s riznymi klinickymi projevy onemoaii. Nagiklad, B. garinii vétSinou zmsobuje
neurologické symptomyB. afzdlii je spojovana s chronickymi koznimi projevy jako hap
erythema migrans (EM) Bb s.s. se vztahuje ke kloubnimu postizeni.

3.1.3 Lymska boreli6za WCeské republice

Uzemi Ceské republiky p#t v Evropt mezi lokality s nejgtsim vyskytem
onemocgni prenasenych klf&aty, mezi které séadi i Lymska boreliéza (Hubéalek, 2009;
Siss, 2011). Roz&ni onemockni zAavisi nejen na geografickych, klimatickych a
ekologickych faktorech, ale i na patogenezi kaZzddtulmu komplexuBb s.I. Déle je dlezité
geografické roz$eni druhu komplexu, iffomnost gkolika druhi spirochét ve vektoru a
hostiteli najednou nebo i moznost spaispbeni s dalSimi patogeny, jako u viru kbige
encefalitidy. Studie z roku 2004, provedé&tatnim zdravotnim Ustavem v Praze, Wj&e87
pacientt s Lymskou boreli6zou pochéazejici z Moravy, vychictin a stednich Cech.
Sekvenaci fragmeitgenu kodujiciho povrchovy antigen OspA byla u eatii ze stednich
Cech prokazanaifiomnost iznych subtyp B. garinii v 51,8 %, Bb s.s. v 29,6 % 8. afzdlii
v 18,5 % vzork. Ve vychodni oblasti vyrazndominovalaB. garinii. U pacienk z Moravy
byla ugena prevalenc®. afzelii v 44 %, nasledovanBb s.s. v 36 % a v 20 % zbyvajici
infekci B. garinii (Hulinsk& et al., 2004). Podléchto vysledk mtZzeme odvodit vyskyt
jednotlivych forem onemoeni LB. Je fetelné, Ze ve BdnichCechach budouipvazovat
neurologické symptomy atipady artritidy, ve VychodnicBechach neurologické symptomy
a na Mora¥ postiZeni kZze znamé néastji jako erythema migrans.



Béhem poslednich dvou desetileti se rhlesSidistribuce vektoru a patogenu i do
oblasti s vysSi nadmskou vysSkou a pity piipadi onemocgni za rok také vzrostly
(Danielova a Benes§, 1997; Daniel et al., 20087 ket al., 2012). VySkovy posun se da snadno
vyswetlit klimatickymi zménami a migraci zvat (Zeman a Bene§, 2004; Danielova et al.,
2006; Materna et al., 2008). Pozorované oteplovagarnich a letnich &sicich, kdy je
aktivita kli¥at vysoka, vytveE vhodné podminky pro fpsun Kkligat ptaky nebo na
migrujicich zvfatech do vy33ich nadisikych vysek vsech horskych oblastiCesku.
Nicmeért podil €chto zngn na zvySeni ptiu piipadi onemoceini je celkem maly a vztahuje

se na zvySené Uzemi zahrnujitibpzné 3% z celkoveé rozlohy zein

Lymeska borrelioza CR

incidence na 100 000 osob podle regioni

Zipadni Cechy
17
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Obr.1: Vyskyt onemocdni LB v regionechCeské republiky za rok 2006, Zdroj:
http://www.szu.cz/tema/prevence/diagnostika-lymedsteeliozy-v-nrl-lh

V dnedni dob byla u pacienit s LB vCeské republice prokézana velice neobvyRla
bissettii (Rudenko et al., 2008; Rudenko et al., 2009). Jswamy i odliSné druhy borelii
nespadajici do komplexsb s.l., kteréclovéku zpisobuji zavazna onemaani, jde o druhy,
které pati do komplexu borelii zjsobujicich navratnou hafleu ke kterym pdat B.
miyamotoi.

3.1.4Borrelia bissettii
B. bissettii byla poprvé popsana v roce 1998 v USA (Postic let 1898) jako

genomicka skupina DN127. Ekologie tohoto druhu berkyla zkoumana v severozapadni

Kalifornii. Bylo dokazano, Ze vektorerB. bissetti je kliS€ |. spinipalpis a mezi hlavni



hostitele pai dlouhoocasé mysSi roddeotoma, na kterych mimo jiné parazituji takée

scapularis al. pacificus. Vyskyt tohoto druhu spirochét byl zaznamenan 2ejanv oblastech
s mirnym podnebim, hojnymi sr&Zzkami a suchym |éfeap. v Kalifornii, Mexiku, Chile a
podél jizniho pokezi Australie) (Eisen et al., 2009)it®mnostB. bissettii v Evrogs nebyla

zaznamenana do konce 20. stoleti.

Po dlouhou dobu byly zéw o nizké patogenitB. bissettii zaloZzeny na analyze
kmenu 25015. Tento kmen byl izolovan. acapularis odebraného zike¢ka zachyceného ve
meste Millorook (New York, USA). Uz davno byla potvrzenafekénost (Anderson et al.,
1990), ale ne patogenita tohoto kmene a tento ngimirval az do objevenélanki o
evropskych izolatech v roce 1997 spojujici8hbissettii s LB. Fed vice nez patnacti lety
prezentoval Dr. Strle Kklinické nalezy u slovenskyphkcient trpicich LB, kter4 byla
zpisobena borelii podobnou severo-americkému kmend32%8trle et al., 1997). Kmen
25015 byl pipsan ke genomické skugdN127 B. bissettii navzdory paicnym genetickym
rozdilim mezi kmeny (Postic et al., 1998). DalSi zkoumkdnéne na mySim modelu ukazalo
jeho artritogenni &inky (Fikrig et al., 1992). Nedavné testovani fydogtické pibuznosti
n¢kolika kmeni diive fazenych mezB. bissettii ukazalo, Ze kmen 25015 &kolik dalSich
kmeni se odliSuji odB. bissettii. Tato skupina zahrnuje nejen vzorky izolované lauky, ale i
DNA extrahované z nymfy kli&te I. scapularis odebrané Zlovéka v Kanad. VSechny tvei
novy druh borelie pojmenovary. kurtenbachii sp. nov. (Margos et al., 2010). A tak byl
kmenB. hissettii rozdélen pomoci MLSA ("multilocus sequence analysis")d¥ou genovych

druhi s moZnou patogenitou u lidi.

Vzrastajici nalezy druh. bissettii jako giciny LB v Evrog jsou jeS¢ podpdeny
opakovanymi nalezy spirochét podobnym kmeni 2501BNH27 u evropskych pacient
(Rudenko et al., 2008; Rudenko et al., 2009). Pptifpad popsanB. bissetti u pacieni
v Severni Americe byl nedavno publikovan skupinou QGirard, kterd po analyze DNA
borelie ve vzorcich pacieins LB ve stat Kalifornie (USA) objevila DNAB. bissettii (nebo
B. bissettii-like) a to ve 2,6% analyzovanych vzar{Girard et al., 2010).

Zajimavym faktem se ukazal bytiypd kmeri B. bissettii a na #m zavislé uchyceni
onemockni ve tkani.B. bissetti pochazejici z hlodavce agobila patogenezi ve vhitich
tkanich hostitele i kdyB. bissetti izolovana z kligtte toto nevyvolala. Je to praysbdobré
zpusobeno tim, Ze borelie pochazejici z KiiStvykazuje ufity tkanovy tropismus a je
odstraiovana imunitnim systémem (Schneider et al., 2008).



V Ceské republice byl8. bissettii ve vzorcich paciefitpoprvé popsana v roce 2008.
Celkem 12 vzork sér bylo odebrano u paciérge symptomy LB z Jizniafiech, u kterych se
vyskytly nejasné vysledky serologickych tesYzorky byly zkoumany naiftomnost DNA
spirochét borelie a byla u nich prokazahissettii. Casto byla detekovana i konfekce jinym
druhem borelie (Rudenko et al., 2008; Rudenko.ef809).

3.2Borrelia miyamotoi

B. miyamotoi paki ke skupig borelie zgisobujici navratnou hotku. Navratna
horetka je onemoceni zpisobené dznymi druhy borelie, které jsourgnaseny fedevsim
klistaky (Argasidae). Nicmérgé pied nedavnem byl tento druh borelie objeven i whligch
(Ixodidae), ve kterych byla prokazanatitpmnost druhu borelie #gobujici navratnou

horetku a toB. miyamotoi.

B. miyamotoi byla izolovana poprvé v Japonsku v roce 1995 & & . persulcatus a
z krve mySiApodemus argenteus (Fukunaga et al., 1995). DNA blizcéluznych spirochét
byla nasleda detekovana v USA a to v kitech|. pacificus (Mun et al., 2006) d.
scapularis (Scoles et al., 2001B. miyamotoi byla nalezena V. ricinus v Evrog, a to ve
Svédsku (Fraenkel et al., 2002) anecku (Richter et al., 2003). V Evropskych a Asjjsk
oblastech Ruska byla detekovana DBAmiyamotoi v |. persulcatus (Fomenko et al., 2010)
al. ricinus. Navic se ukéazalo, ze&kek kElonohy (Peromyscus leucopus) mize slouzit jako
rezervoarovy hostitel prB. miyamotoi (Scoles et al., 2001). PagdB. miyamotoi byla takée

detekovana v divoké «té (Maleargris gallopavo) (Scott et al., 2010).

V prab¢hu poslednich deseti let byla miyamotoi detekovana u klf&t rodulxodes
v USA (Scoles et al., 2001; Mun et al., 2006), $Skéd(Wilhelmsson et al., 2010§,eské
republice (Richter et al., 2002), Franciigiecku (Richter et al., 2003) a v Rusku (Fomenko
et al., 2010; Borgoiakov et al., 2011; Korotkowakt 2008).

Procentualni zastoupeBi miyamotoi v klistatech se gimérné pohybuje kolem 1-3%.
V Rusku je to vpiméru 1,1 + 0,6% (Fomenko et al.,, 2010), KaliforniiO;7 — 1,7%
v klistatechl. pacificus (Jeomhee et al., 20Q6)a zapad Spojenych stétbylo detekovano
1,9 — 2,5 % (Scoles et al., 2003) v Ewoe,7 — 3,5% v kliatechl. ricinus (Richter et al.,
2003)



Zvysenou pozornost k tomuto druhu borelie vyzvatekice &chto spirochét v lidské
krvi nejprve v Rusku (Platonov et al., 2011) a potge Spojenych Statech (Gugliotta et
al., 2013).

Infekce zpmisobenaB. miyamotoi je spojovana se symptomy jako jsou celosystémové
obtize ke kterym p#t horeka, nevolnost a malatnost. U americkych padiesg sniZzenou
imunitou bylo v ny®jSi dok& prokdzano, ZeB. miyamotoi je schopna zsobit i
meningoencefalitiduB. miyamotoi byla vSak prokazana i u paciénibez potizi v imunitni
odpowdi, kteri Ziji v oblastech, kde je LB vysoce rozsia. U &chto pacient byl detekovan
GlIpQ protein, coz je antigen, ktery neni reaktivni atiitkami proti B. burgdorferi. Tyto
studie pedpokladaji, Ze infekce #pobenéB. miyamotoi mohou byt stejy rozSteny

v oblastech ve kterych je LB endemicka.

Na rozdil od spirochét LBB. miyamotoi a dalSi spirochéty navratné hékg jsou
vertikalre prenaseny z dogf@ samice kligtte na jeji potomky (Davis et al., 2011; Richter et
al., 2002; Schwan et al., 2002). Takéenos spirochét spolukrmenimnymf na larvy a
horizontalni penos z infikované mysi na kidta byl experimentatnprokazan (Barbour et
al., 2009; Mun et al., 2006) avSak v nizsfennez Bb s.I. (Scoles et al., 2001).

3.2.1Borrelia miyamotoi v Ceské republice

V poslednich deseti letech se objevily stuglieniyamotoi provadné iceskymi \&dci
a to na Kkligatech rodd. ricinus (Richter D. et al., 2002).

Pozitivni vysledky detekce patogenu v tvrdych tidiéch byly dosazeny diky pouziti
citlivé a spolehlivé metody RT-PCR (Morrison et H99; Pietila et al. 2000; Mommert et al.
2001; Hulinska et al. 2004; Rudenko et al. 2006)genotypizaci kmeingenu borelie, kterou
nasledg porovnavali s vysledky nové metody EE chips ("Hige electrophoretic chips")
pro rychlejsi a citli¢jSi hodnocenBb s.I. komplexu u kli&t|. ricinus. Timto zgisobem bylo
identifikovano 0,5 % vzork pozitivnich na fitomnostB. miyamotoi (Hulinské et al. 2007).

Byla prokazéana vysSi prevalenBemiyamotoi u larvalniho vyvojového stadia kiése
diky transovarialnimuienosu spirochét (vertikalnfgnos) (Richter et al., 2012).



4. Material a metody
4.1 Sk¥r klistat

Klistata byla sbirdna metodou vlajkovani bilého platmaitti zkoumanych oblasti
v obdobicerven,cervenec, srpen, #aiijen roku 2013. Kazdy $b probihal piblizne 60-120

minut.

4.2 Zpracovani vzorki klistat

Klistata byla uloZzena do mrazakii peplo€ - 20°C, kde byla uchovana do doby nez
byla pouzita pro testovaniidtl samotnym testovanim byly vSechny tidi& rozdleny podle
jednotlivych vyvojovych stadii dtadre ozna&enych mikrozkumavek typu Ependorf (dokp

- zvlag samice a samci; nymfy).

Nasledovalo promyvani kiiat v 10% chloru po dobu 10 minut, poté ¥4 70% etanolu
(20 minut) a znovu v D. VSechna kligata sterilizovana timto agobem byla usuSena a tim
piipravena na krajeni, které je nezbytné pro purdfikBNA. Pro krajeni byly pouzity
skalpely, které byly f&d kazdym pouzitim desinfikovany pomoci vypalemanetu nacepeli

skalpelu. Nymfy bylyezany na minimakhdva azityii kusy, dosplci nacétyti az Sest kus

4.2.1 Purifikace genomové DNA

Genomova DNA byla purifikovana ze vzdérkpomoci kitu "DNeasy Blood & Tissue
Kit"(Qiagen) pgesre podle protokolu vyrobce. Taktaipravena DNA byla pouZita pro PCR

reakce.

4.2.2 Polymerazovéaetézcova reakce (PCR)

PCR byla pouzita nejprve ke skriningu vSech tiiSna pitomnost DNA Bb s.l.
(infikovanost kli¥at) a potom k weni jednotlivych drut borelii v infikovanych kligatech.
Pro prvni reakce byly pouZzité primery pro detekicevdrulii spirochét komplexBb s.|. Na
dalSi reakci byly pouzity druh&v specifické primery pro boreligb.s.s. (Gl),B. garinii (GlI)
aB. afzdii (GlII).

Reakce se provéth ve 20ul a jeji slozeni je zaznamenano v tabulce 2.
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Tab. 2 Komponenty PCR reakce.

Slozeni jedné PCR reakce MnozZstvi
10x PCR pufr 2 ul
25mM MgCI2 2 ul
1mM Primer forward 1ul
1mM Primer reverse 1ul
10mM dNTPs 1yul
Tag DNA polymeraza (Promega) (0,5 U/ 05

S pl
1)
DNA 1pg

*10x PCR pufr, 25mM MgCI2, 10mM dNTPs a Tag DNA yolerdza byly nahrazené 10x
PCR premixem od Promega.

Ke kazdé reakci p#ita pozitivni (DNA purifikovana z kultury borelie)a negativni
kontrola (kde DNA templat byl nahrazen vodou). Aifilace probihala v "Thermal Cycler”

(Ependorf) a jeji jednotlivé kroky jsou popsanyeniz

1. Denaturace 96°C-5 min

2. Opakovani 30/35 cyk:
2.1. Denaturace 95°C - 30 s
2.2.Nasedani primér50°C — 55°C - 30 s (zavisi na pouzitych primerech)
2.3.Elongace 72°C — 1 min

3. Koneéna elongace 72°G-5-10 min
Po skoweni reakce byly vzorky v cycleru udrzovanyteplot 14°C.

Pro potvrzeni vysledkz prvni reakce byla vékterych gipadech pouzita "nested” PCR,
kde ve druhé reakci dochazi k amplifikaci produkforvni reakce a timto se sniZuje inhibice
PCR reakce cizorodou DNA (v tomtoipact DNA klistéte).

Tab. 2 Primery pouzité pro PCR reakce.

Teplota | Velikost PCR

Primer ?o%s)edéni produktu (bp) Sekvence primeru (5'-3") Autor ¢lanku
flaB Forw 52 242 TTCAATCAGGTAACGGCACA Picken, 1992
flaB Rev 52 GACGCTTGAGACCCTGAAAG Picken, 1992
flaB Outer 1 52 477 AARGAATTGGCAGTTCAATC Clark et al., 2005
flaB Outer 2 52 GCATTTTCWATTTTAGCAAGTGATG Clark etl., 2005
flaB Inner 1 54 361 ACATATTCAGATGCAGACAGAGGTTCTA Clark et al., 2005
flaB Inner 2 54 GAAGGTGCTGTAGCAGGTGCTGGCTGT Clagkal., 2005
ospC-Forw 52 605 ATGAAAAAGAATACATTAAGTGC Bunikis et al., 2004
0spC-Rev 52 ATTAATCTTATAATATTGATTTTAATTAAGG| Bunikis et al., 2004
glpQ1 52 633 CACCATTGATCATAGCTCACAG Fomenko et al. 201{1
glpQ2 52 CTGTTGGTGCTTCATTCCAGTC Fomenko et al. 2011
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glpQ3 54 GCTAGTGGGTATCTTCCAGAAC Fomenko et al. 201

glpQ4 54 399 CTTGTTGTTTATGCCAGAAGGGT Fomenko et al. 20

Tab.3: Primery specifické praizné druhy borelie komplexu sensu lato.

Teplota Velikost o
. PCR . . Specifita | Autor
Primer - Sekvence primeru (5'-3") . iy
nasedani | produktu primeru ¢lanku
S (bp)
Gl Forw 55 517 AACAAAGACGGCAAGTACGATCTAATT Bbs.s =
Gl Rev 55 TTACAGTAATTGTTAAAGTTGAAGTGCC T <9
Gll Forw 56 321 TGATAAAAAC AACGGTTCTG GAAC B. garinii § ‘-'
Gll Rev 56 GTAACTTTCAATGTTGTTTTGCCG ) 2w
Glll Forw 56 162 TAAAGACAAAACATCAACAGATGAAATG B, afzdlii % 5]
Glll Rev 56 TTCCAATGTTACTTTATCATTAGCTACTT ' o]

4.2.3 Elektroforéza

Vysledky PCR byly zkontrolovany na agarézovéem ¢él9 - 1%), vizualizovany pod UV

lampou a zdokumentované pomoci fotosystému Kodak.

4.2.4 Extrakce DNA z gelu

Extrakce byla provedena pomoci "QIlAquick Gel Exti@t Kit " (Qiagen) pesre dle
protokolu od vyrobcePCR produkty roz&élené na 0,9% agarozovem gelu bykeqisteny
pomoci kolon "Ultrafree DA DNA extraction from agae gels"(Millipore). Taktoifpravené

vzorky byly pouzity na sekvetai reakci.

4.2.5 Riprava vzorku na sekvengni reakci

Vzorky byly sekvenované v sekvema laboratéi Biologického Centra AV se
specifickymi primery pouzitymi pro amplifikaci fragentu. Vzorky byly pipravené podle
navodu ze sekvenai laboratde. Do dvou 200ul mikrozkumavek typu Ependorf bylo
piidano 1,5-5 ng PCR produktu nebo 75-150 ng plaznidie byly pidany gen-specifické
nebo vektor-specifické primery (2,5 pmol ke kaZelgkice).

4.3 Klonovani a transformace

Purifikovany PCR produkt byl dle ndvodu od vyroic@OPO TA Cloning Kit For
Sequencing” (Invitrogen) zaklonovan do pPCRTOPO vektoru. Regki snes byla po dobu

30 minut inkubovanaip pokojové teplat. Nasledovala transformace kompetentnichelu

12
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One Shot TOP1&. coli pridanim 2 pl z klonovaci reakce. 8sbyla ponechana ve vodni
lazni @i teplo& 42°C a ihned zchlazena na ledu (heat shock). I2Z5@pC. média a reaki
smés byla inkubovana 1 hodinufip37°C na tepace. Vysledna transforniai snes byla
rozetena na Petriho misky obsahujici LB/agar/ampic#i@(g/ml) a pes noc inkubovana na
37°C. Druhy den byly jednotlivé koloniggneseny do LB média s ampicilinem (50 pug/ml) a
opét inkubovany pes noc na 37°C négpace.

4.3.1. Purifikace plazmidové DNA

Bunééné kultury byly po inkubaci steny a z bu&ného peletu byla podle protokolu
z kitu "QIAprep® Spin Miniprep Kit" purifikovana pkmidova DNA. Plazmidova DNA byla
eluovana z kolony 50 ul ddH20.

4.3.2. O¥reni pritomnosti inzertu v plazmidu pomoci PCR a sekvenové

Pro owieni gitomnosti inzertu v plazmidu byla pouzita metodaRP£a pouZziti gen-
specifickych primel stejnych jako p amplifikaci genu a vektor-specifickych priniieM13
forward a M13 reverse. Vysledek byl zkontrolovaekéloforézou na 1% agarézovém gelu a
vyhodnocen pod UV s#lem. Plazmidy, u kterych byla potvrzen&itpmnost inzertu, byly
nasledg osekvenovany a pouzity jako pozitivni kontrola@HRPreakcich i skriningu vzork
na gitomnost DNAB. miyamotoi.

VSechny pouzité chemikalie d@igtroje byly shrnuty v tabulce 4 a 5.

Tab. 4: Pouzité materialy a jejich koncentrace.

Chemikalie | Slozeni

Agar6za Karosa (Serva) pro DNA ELFO v 1XTAE pufru

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

oy Master Taq DNA polymeraza[doptmo reaknim pufrem (pH 8,5)] 400uM

Mix dATP, 400uM dGTP, 400pM dCTP, 400uM dTTP, 3mM MgCI2
(Promega)

Marker 100 bp Plus Gene Ruller (MBI Fermentas)

Kultivaéni LB médium(Luria-Bertani Medium) [25 g LB Broth, N&F, Tissue

médium Culture Grade (Amresco)/1 | ¢8|

Ampicilin 100pg/m1 stock solution

S.0.C. 2% trypton, 0.5% vytazek z kvasnic, 10 mM NacCl, &8 KCI, 10

médium mM MgCl,, 10 mM MgSQ a 20 mM glukéza
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Tab. 5. Seznam pouzitého #aeni.

PCR box DNA/RNA UV cleaner UVC/T-M-AR (Biosan)
Flow box Gelaire
Zahrivat Thermomixer (Eppendorf)

PCR cycler | Mastercycler personal (Eppendorf)
Elektroforézg OVL EasycastTM B2 (Thermo scientific)
Fotosystém
(foceni gel) | Kodak

Centrifugy Centrifuge 5415 C (Eppendorf), Centréust 15D (Eppendorf)

5.Vysledky

Pro kontrolu pitomnosti kliat a jejich ndkazy spirochétami byly zvoletiylokality
v Ceskych Budjovicich s vysokym vyskytem obyvatel, kiese zde pohybuji zacélem
sportovnich aktivit, volntasovych aktivit a vefeni domacich zvat. Pro dalSicast prace
(skrining kli¥at na pitomnost DNAB. miyamotoi) byly pouZzity siry klistat z roku 2012 a
2013, (lokality JiznichCech: StoZec, Zliv, Strakonice, Netolice), které ybyirteny pro

mapovani vyskytu borelie v Jizni€kechéach.

Vybrané rekreéni lokality vCeskych Budjovicich: Lokalita¢. 1 - park Stromovka,
lokalita¢. 2 - park u plovarny &3 - cyklo stezka ieky Vitavy.

D map w2014 Google

Obr.1: Oblasti skru klig'at na tzem€eskych Budjovic (2013), Zdroj:

https://maps.google.cz/maps?hl=cs&tab=wl
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5.1 Charakteristika jednotlivych oblasti
Lokalita ¢. 1: smiSeny les sipvahou jehinanm (zejménaPicea abies), pida pokryta vrstvou

suchého listovi a jeldi. Les obklopen mensi loukou s udrZzovanym travnaponostem.

V okoli lesa se nachazi mensi chatova oblast.

Lokalita ¢. 2: Travnata oblast s nizkym iavitym porostem a listnatymi stromy. Oblast podél

fi¢cniho korytareky Vitavy.

Lokalita ¢. 3: Travnatd oblast zastima listnatymi stromy igvazré duby Quercus robur),
vinouci se podél cyklo stezky.

Konkrétni data a py nasbiranych kli&t jsou uvedeny v tab. 6.

Tab. 6: Paset nasbiranych kif&t v jednotlivych lokalitacleskych Budjovic.

datum skru [ pazet kligat
lokalita ¢.1 (Stromovka)
21.6.13 14
16.7.13 7
23.7.13 13
30.7.13 6
15.8.13 6
31.8.13 12
22.9.13 9
2.10.13 13

lokalita ¢.2 (Park u plovarny)
16.7.13
23.7.13
30.7.13
15.8.13
31.8.13
9.9.13
22.9.13
4.10.13
5.10.13

wlo|lo|o|o|o|N| |-

lokalita ¢.3 (Vltava cyklo stezka)

16.7.13 12
19.7.13 10
29.7.13 4
6.8.13 5
15.8.13 0
31.8.13 11
9.9.13 0
22.9.13 I
29.9.13 5
3.10.13 5
6.10.13 6
[Lisei [ 6 ]
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Praimérny paiet kli¥at za jednu hodinu shu byl 6,1 (od 2,8 do 10 v zavislosti na
lokalit¢). Tabulka 7 znéazauje paet kligat v lokalitach Ceskych Budjovic a jejich

prevalenci v jednotlivych gsicich sbru.

Tab. 7: Prevalence kli&t v nesicich sbru.

mésic

cerven 14
cervenec 59
srpen 42
zai 25
fjen 33

Udaje z tabulky byly vyneseny do grafu (Obr. 3).

pocet klidtat v jednotl.
ms
o
1

cerven cervenec srpen zafi fijen
mésic sbéru

Obr. 3: Grafické znazoréni vykyvii v pactu nasbiranych klf&t v piibéhu psti mésiai.

Jak Ize vyist z obrazku 3 pmt kli¥at vzitistal odcervna, nejetSiho pétu dosahl
v mgsici ¢ervenec a pak postuprklesal do z#, kdy se poet ot znovu zvysil. Z toho je
mozné vyist pimérnou aktivitu kli¥at v roce 2013, kdy piku dosahovala ¥ lgétna podzim.

Tab. 8 Zastoupeni jednotlivych stadii vyvoje

datum shéru | N | F | WM™
lokalita ¢.1 (Stromovka)
21.6.13 14 0 0
16.7.13 7 0 0
23.7.13 8 3 2
30.7.13 4 1 1
15.8.13 1 1 4
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31.8.13 11 0 1
22.9.13 9 0 0
2.10.13 12 1 0
datum shéru N F M
lokalita¢.2 (Park u plovarny)
16.7.13 0 1 0
23.7.13 1 3 0
30.7.13 2 0 0
15.8.13 0 0 0
31.8.13 8 0 0
9.9.13 0 0 0
22.9.13 3 1 0
4.10.13 6 0 0
5.10.13 3 0 0
datum shéru N F M
lokalita¢.3 (Vltava cyklo stezk
16.7.13 6 2 4
19.7.13 9 0 1
29.7.13 4 0 0
6.8.13 3 0 2
15.8.13 0 0 0
31.8.13 9 0 2
9.9.13 0 0 0
22.9.13 4 0 3
29.9.13 5 0 0
3.10.13 4 0 1
6.10.13 6 0 0
lcelkem [ 50 [ 2 [ 13 ]

N-nymfa, F-samice, M-samec

Tab. 9: Znazorrni pozitivity jednotlivych stadii vyvoje.

datum shéru | poget pozitivnich kli&at (Bb s.1.)
lokalita¢.1 (Stromovka)

16.7.13 1 (N%)

23.7.13 1 (M)

2.10.13 1(F)
[celkempoziivnich 3]

lokalita¢. 2 (Park u plovarny)

16.7.13 1(F)

23.7.13 1 (N%); 2 (F)

30.7.13 1 (N%)

31.8.13 1 (N¥)

lokalita¢. 3 (Vltava cyklo stezkg

16.7.13 1 (F)
19.7.13 1 (N9
3.10.13 (M)
6.10.13 1 (N
[celkempozitivnich 4]

* "Puly" z deseti nymf, které byly identifikovangko pozitivni.



Nejvice pozitivnich kligat z celkového piftu bylo prokazano u stadia nymfa (6).

Tab. 10 Procentualni zastoupeni pozitivnich &iSv tiznych vyvojovych stadiich.

Lokalita

¢.1 Stromovka
1,51 16,7 12,5
3 3 0
13,04 60 0
2 1 1
4 50 7,69

Tab. 11 Tabulka pozitivnich Klig&t a jejich procentualni zastoupeni v jednotlivych

lokalitach.

= @

g E:

S o =
¢.1 Stromovka | 80 3 3,75% 1(1,25%) 0 2(2,5%) 0 0
L2 Py 28 6 21,43% 0 0 o | sazed) o
plovarny
¢.3 Vltava 4-
cyklo stezka 65 4 6,15% 0 1(1,54%) 3(4,63%) O B.gar.+Bb

S.S.

Nejvice pozitivnich kliat bylo zjiS&no u lokality¢. 2 - park u plovarny (Tabulka 8).
To mize byt z@isobeno nejenom vhodnymi podminkami pro vyskyttkli§ako je vihko,
diky blizkosti Wehu reky Vitavy, ale také diky velkému mnoZstvi vhodnybstitef.
Zvlastnosti této lokality je nejenom vysokydeo infelkénich klid’at, ale také v nichiftomné

B. bissettii, druhu borelie ktery seffiye povaZzoval za vyhradrseveroamericky.

Tab.12: Zjisténa pozitivita kli§at z JiznichCech (rok 2012 a 2013)@eskych Budjovic na
piitomnost DNAB. myiamotoi.

CoREIAT obdobr siu_ [DCAE R
Ceské Budjovice 2013 samec samice

3.Vltava cyklo stezka Iéto 2 0
JizniCechy 2013 0 0
Stozec 0 0
Strakonice Iéto, podzim 0 0
Zliv 0 0
Netolice 0 0
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JizniCechy 2012 0 0
StoZec 0 0
Strakonice podzim 0 0
Zliv 1 1
Netolice 0 0

Procento kliat infikovanychB. miyamotoi v JiznichCechach se za obdobi dvou let
blizi ke 2 % (Tabulka 11).

Kvili obtizné kultivaciB. miyamotoi v médiu v laboratornich podminkach, byl jako
pozitivni kontrola v PCR reakcich pouzit fragmeakibnovaného genglpQ B. miyamotoi,
predkEzné amplifikovany z celkové kligti DNA prokazatelé pozitivni na pitomnost tohoto

druhu spirochéty.

Obréazek ¢&. 2 Casténa sekvencelpQ genuB. miyamotoi pouzivané pro detekci DNA
B. miyamotoi v klistatech ze shu, zaklonovana do pCR4-TOPO vektorterferg jsou

vyznaeny primery forward a reverse reakce spacer & zlprimery nested)

GGGTGCTAGTGGGTATCTGCCAGAACATAC
TTAGAAGCTAAAGCATATGCTTATGCATTAGGAGCTGATTATCTAGAACAAG
ACATAGTTCTAACAAAGGACAATATICCTGTTATAATGCACGACCCAGAAAT
TGACACAACCACAAATGTTGCACAATTATTTCCCAATCGAGCTAGAGAAAAC
GGACGATATTACGCTACTGACTTCACACTCACTGAACTTAAATCACTAAGTCT
CAGTGAAAGATTTGATCCTGAAAACAAAAAACCAATATATCCTAATCGTTTC
CCTTAAATGAATATAATTITTAAAATTICCAACTITAGAAGAAGAAATACAATIC
ATACAAGGACTAAATAAAAGCACAGGAAAAAATGTTGGGATITACCCTGAA
ATTAAAAAACCCTTCTGGCATAAACAACAAGGCAAGGACATCTCTAAAATTG
TAATAGAAATTCTAAATAAATATGGGTATAAATCAAAAGAAGATAAGATTTA
CCTACAAACATTCGACTTTGATGAATTAAAAAGAATAAGAAAAGAACTTGGA
TACCAAGGAAAATTAATAATGCTTGCTGGAGAAAN
——633 bp

5.2. Zastoupeni jednotlivych druhi Bb s.I. aB. miyamotoi v pozitivnich vzorcich

Na gitomnost éiznych druli borelie komplexuBb s.I. bylo celkem vySé&tno 173
klitat (139 nymf, 21 sani¢ 13 samic) sesbiranych z lokafieskych Budjovic, s vysokou
frekvenci pohybu obyvatel. Dodét€ bylo vySeteno 77 (rok 2013) a 111 (rok 2012) KHE
z JiznichCech na pitomnost DNAB. miyamotoi. V3echny vzorky byly zpracovany pomoci
PCR a vyhodnoceny elektroforézou na agarézovém geélst vzork, u kterych nebyl wen

druh borelie pomoci PCR se specifickymi primerylatsekvenovana.

K prokazani pitomnosti DNA borelie Bb s.I.) byly pouzity primery nédlagellin
(flaB). Na obrazku 3. jsou véd specifické produkty o velikosti 650 bp (jamkyl, 3. Po

provedeni nasledné PCR s primery specifickymBhas.s.,B. afzelii a B. garinii se v tomto



piipadt nepodélo amplifikovat zadné PCR produkty. Proto byly gukty osekvenovany.
Podle homologie s GenBank byla zjisa gitomnost DNAB. bissettii.

Obr. 3: Amplifikace fragmentu genflaB v klistatech pozitivnich n8b s.I.

Obrazek 4.znazotnuje vysledek PCR za pouzitim Gl specifickych pritneprikazuBb s.s.

.

Pred pouzitim primeru bylo vékterych gipadech fieba provést teplotni gradient
s pozitivni kontrolou, na kterou je dany primeten (druhyBb s.I. aBb s.s.). Touto reakci

byla zjiS€na optimalni teplota nasedani pritiner

Obr. 5: Teplotni gradient s Gll primerem pB garinii.

1 2 3 4 5
50:3° 588 56° #5928 4610




Na obrazku He vidét produkt o velikosti 21 bp, ktery je nejlépe viditelnyipteplot
56° az 61° C (jamky 3-5)/e vSech reakcichyla jako templat pouzitBNA B. garinii.

Obr. 6: Pozitivni vzorekB. miyamotoi (jamka 3) amplifikovanya pouZitiglpQ primei.

Celkové zastoupeni jednotlivych dii komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato
véetns ko-infekce jsou znazogmy na obrazku 7 a 8.

m B. afzelii
M B. bissettii
B. garinii
E B. burgdorferi s.s

m druh neuter

Obr. 7: Prevalence druhv procentect

Nejvice byly zastoupeny drulBb s.s. aB. bissettii a to u 38%vzorku kazd. Stejné
procento bylo zji&no u B. afzelii a B. garinii a to 8%(tato data nemohou byt statistic
vyhodnocené kili malému p@étu vySetenych vzork). K tomu se prokézalo, Ze u 8% vzol

pozitivnich na borelie se nepovedl@itidruh < pouZzitim popsanych prime
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H Bb s.s+B.garinii

H infikovany jednim
druhem

Obr. 8: Detekce koinfekce eelkovém paitu pozitivnich kligat.

Koinfekce byla prokaz#a u4, 31% vzorku a vyskytla se poupko kombinac Bb s.s a

B.garinii.

6. Diskuze
Zavazné multisystémové onemeéoh Lymska borelioza, Zisobeleé prenosem

spirochét komplexuBorrelia burgdorferi sensu lato kligtem Ixodes ricinus, pati dnes mezi
negastjSi a nejrozstergjsi lidské onemoatni v Evrog (Kazimirové M. et al.,, 2013).
Onemockni je komplexni a postihujgtadu organ. Zakladni klinicke-patologickou
charakteristikou spirochét kompleBorrelia burgdorferi sensu lato je relativnvelmi dobré
adaptace & vnittnim prostedi hostitele. ' dusledku jejich adaptaich schopnosti klinicky

pribeh infekce pomaly.

Zavaznost onemoéni je zvySena moznou rezistenci &d€ a schopnosti jednotlivyc
druhi spirochét komplexuBb s.l. unikat imunitni reakci i u jeded s plrg fungujicim

imunitnim systémem.

Cilem této bakal&ké prace bylzkontrolovatvyskyt kli'at ve vybranych rekréaich
lokalitach Ceskych Budjovic a mapovat zdepromaenost kligat spirochétamiBb s.l. -
puvodce onemoaini Lymska boreliéz. DalSim cilem bylo uit druhy komplexuBb s.I.
v infikovanych kli§atech ataké otestovat klf&ta :jednotlivych oblasti Jiznict€ech nz

moznou pitomnost DNAB. miyamotoi — pivodce navratné hotky.
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Prevalence kli$at
Prevalence kli&t v regionu je dana teplotnimi podminkami a zenéhkosti. Diky

tomu v mirném klimatickém pasmu Evropy dosahujén@rnd sezonni aktivita kifat
maxima v ngsici kwten acervenec a poketalje doftijna, kde opt nepatrg vzroste. Aktivita
je zavisla zejména na teplotach v daném obdobio pndZzeme zaznamenat aktivitu kig i v
zim¢ pokud je mirna. Ogaym pfipadem jsou sucha léta, kterd nejsou vyhovujicigtivitu
. ricinus hlavreé pri vys$Sich odpolednich teplotach (Gray et al., 2009)

Dlouhodoby vyzkum aktivity a prontienosti kli¥at na pitomnost spirochétiwodce
onemockni Lymska boreliéza v Jiznickechach byl provés v nasi laboratd bdhem
nékolika poslednich let. Cilem této nové studie bylorovnat parametry ipdchoziho
sledovani se s@gasnym stavem st8im zangienim na lokality giméstskych pari a oblasti

vyuzivanych jaka@asté misto odpinku a prochazek obyvatelastaCeské Budjovice.

Byla zjiS€na prevalence zastoupeni jednotlivych vyvojovyéuist Celkové procento
sama@ (13,2%) a samic (15,8%) bylo relativnpodobné pedchozim studiim, pouze
zastoupeni nymf (70,9%) bylo statisticky vysSi;viarnebyly sbirany (data nebyla

publikovana).

Typicky dvouvrcholovy pik vyskytu klf&t uvagény v literatde byl potvrzen. NegtSi
pocet nasbiranych klf&t byl pozorovan v #sici ¢ervenec a srpen, dalSi nepatrnyustr

nastal ijnu.

Prvni jarni pik v kétnu nebyl potvrzen, nelicse sbry v kvétnu neprovadly. Rocni
obdobi tak bylo rozgleno na obdobi siznym vyskytem Kligat. V listopadu se kli&ta jiz

skoro nevyskytovala. Vysledky jsou srovnatelnéeslpSlymi studiemi a s daty z literatury.

PritomnostB. burgdorferi s.l. v kli¥’atech

Detekce a nasledna izolace borelii ztidt§e vyznamna proipdpowd promdenosti
klistat v ugitych lokalitach a také pro¢asnou diagnostiku Lymské borelidzy. Stetak, je
pro predpovzeni pfibéchu onemocéni LB vyznamna genotypizace druhu borelii izolowany
z klig’at ¢i vzorka pacient.

Bb s.I. byla nalezena po celé Eviopjeji pritomnost byla hlaSena dohromady z 30
stati (Hubalek a Halouzka, 1997; Hubalek, 2009). Potilastickych udaj ze Zdravotniho
Ustavu v Praze je boreliemi nakazeno od 5 do 3056atlv Ceské republice (podle oblasti)

piicemz Jihgesky kraj patt mezi oblasti s nejvyssi Urovni profeaosti.
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Procento promi@nosti kli¥at spirochétami LB ve zkoumanych oblastech bylo
relativie podobné pedchozim studiim (od 1,73% do 21,43%), stejak i pitomnost
spirochét v jednotlivych stadiich vyvoje kH#&: nejvysSi poet vzorki pozitivnich na
piitomnost borelie byl prokdzan ve skupinymfy (46,2 %) a pak dosjych saméek —
(38,5 %) a samc (15,4%). Tyto vysledky naztaji moznou roli nymf jako hlavniho

vyvojového stadia, ktery udrzuje cirkulaci borelifekre&nich oblasteckeskych Budjovic.

Vyzkum z roku 2003 udéava data o 195 fdiech odebranych z obyvatelGeské
republice hlava v oblasti Jizni Moravy &em roku 1997-2001. &Sina vzork patila do
stadia nymfy 62% (Hubdalek et al., 2003b).

Druhové zastoupeni
Nicmére stale nevime vSe o distribuctiznych druli borelie v Evrop. Dnes je

odhadovano, Ze dva druhy aBogarinii aB. afzelii pati mezi nefastjsi a nejroz§ergjsi
druhy zatimcdb s.s. je mé& prezentovana (Piesman a Gern, 2004; Gern, 2Byi byla
detekovana po celé Evidpm to ve ¥tSim spektru hostitél nez B. garinii a B. afzdii
(Kurtenbach et al., 1998b; Gray et al., 2000; Huratal., 1999; Michalik et al., 2005).
Stejrt tak i na tzemCeské republiky jsou z kifat nefastji izolovany druhyB. afzlii a
B. garinii. Tyto druhy jsou \Ceské republice také rgjstjSim pivodcem Lymské boreliozy.

Hubalek a Halouzka (1997) uwvfd evropsky pémér nakaZeni jednotlivymi druhy
nasleds: Bb s.s. - 15,9%B. garinii - 39,7% aB. afzdii - 37,1%. Podle statistickych udaj
z JiznichCech z pedeslych let byldB. afzelii potvrzena v nejts$im mnozstvi (od 6,8% do
38,7%) kli¥at, nasledovalaB. garinii — od 8,5% do 29% &b s.s. —od 3 do 12,9%.
V priblizn¢ 6% nebyla stanovena druhova spéaifist a 12% az 32% kl&tbylo infikovano
vice ez jednim druhem borelie §8inou koinfekceB. garinii a B. afzelii). Vyskyt ostatnich
druhi jako B. bissettii aB. valaisiana podle predhozich publikaci, 1ze hodnotit jako ndimgp

Podle nasSeho vyzkumu procentualni zastougenéfzelii a B. garinii v infikovanych
klistatech bylo p@blizn¢ stejné (8%), coz je v porovnani s Evropskym, régatym
primérem a pedchozimi studiemi znateélmizSi (Kybicova K., 2008). Naopak, procento
vzorki pozitivnich naBb s.s. bylo mnohem vySSi nez ¥edchozich publikacich. N#glad,
vysledky z oblasti Severnigbech, Severozapadni a Jizni Moravy prokazéaitomnostBb

S.S. pouze u 4,8% zkoumanych hlodavc
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To maze byt vys¥tleno nizkym¢i naopak vysokym vyskytem vhodnych hosfitgro
jednotlivé druhy ve zkoumanych lokalitach. DalSigswtlenim ntize byt to, Ze byl nas 8b
klistat provadn v uzce vymezenych lokalitach.idéistavené vysledky neéidou byt
aplikovany na celou oblast Jiznictech, ale spiSetedstavuji lokalni ohniska (hot-spots)
vyskytu ugitych druhi borelie. Rozdil ve vysledcich Ize také v§tit malym mnozZstvim

vySetenych vzork. Z tohoto divodu nelze tyto data povazovat za statistickouyamal

Ve 2,3% vySdenych kligat byla zjiS¢na ko-infekce déma druhy borelie Bb s.s. aB.
garinii. V dalSich 8 % druh borelie nebyl¢en nejspiS proto, Ze tyto vzorky obsahovaly
borelie jinych drufi nezBb s.s., B. garinii, B.afzelii, B.bissettii a B. miyamotoi. Fritomnost
vice drulii borelie v jednom vzorku (ko-infekce), st&jtak i piitomnost nedetekovatelnych
druhi borelie s pouzitymi primery je pro oblast Jizni€lech @Zzna a naSe vysledky
odpovidaji uddjm z minulych let.

B. bissettii

Velmi zajimavy je naleB. bissettii a to v jedné z vySaivanych lokalit (lokalitatislo 2 U

plovarny). Rt Kklistat pochazejicich z jednohoé&sb bylo identifikovano jako pozitivni na

dany druh borelie.

Podle informaci z nyfjSich vyzkuni vyskyt B. bissettii v Evrops a vCeské republice je
dost neobvykly. HtomnostB. bissetti byla prokéazana spiSe v severoamerickych regionech a
druzich americkych kl{&t, které se vyskytuji v oblastech se zcela odiEnglimatickymi
podminkami v porovnani s klimate@eské republiky (Eisen et al., 2009). Nicrsgwnysledky
poiizené v nadi laborato pred nedavnem prokazaly, Ze pacienti v Jiznicbchach
s diagnozou Lymské boreliozy nebo pogedm na ni, byli nakazeni préavB. bissettii
(Rudenko et al., 2008, Rudenko et al., 20090 se niZe stat za jedné podminky: populace
B. bissettii musi byt prokazatetnptitomna v lokalnich vektorech a hostitelich. Pratalygza
promaenostil. ricinus B. bissettii v rekre&nich oblastech okolCeskych Budjovic byla
jednim z cil predstavené prac&.ysledky nasi prace potvrdilyfipomnostB. bissetti v 0,5%
klidtat nasbiranych v okolCeskych Budjovic. V prabéhu vlajkovani jsme narazili na
lokalitu, kde se, pravghodobrt, vyskytovala skupina kifat, které se krmily na stejném
hostiteli, ktery byl infikovan danym druhem borelidDetekovany spot je nejspiS lokalnim
ohniskemB. bissettii a vyskyt tohoto druhu borelie néie byt aplikovan na cely region.

Nicmeérg, pritomnostB. bissettii ve vektorech byla nepochybprokazana nasi praci.
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Spirochéty Lymské borelidzy byly detekovany ve vsekoumanych lokalitach v okoli
Ceskych Budjovic, coz odpovida Gdam z vyzkuni minulych let v Jindeském kraji a také
potvrzuji teorii, ZeBorrelia burgdorferi sensu lato se vyskytuje téinvSude, kde se vyskytuje
kliste 1. ricinus. Celkow bylo prokazéano, Zze vSechny zkoumané lokality veakich
oblastech v okoliCeskych Budjovic vykazuji zvySené riziko nakazy pidovéka kligaty
pirenasSenymi patogeny. Zkratkagvoedce Lymské borelidzy je prakticky vSuditpmny v
prozkoumanych lokalitach.

B. miyamotoi
Studium transovarialnihadgnosuB. burgdorferi sensu lato finesl gred nedavnem

zajmavé zjistni, ze takovyto fenos wibec neexistuje (Rolland et al., 2013).

To co bylo po dlouha léta povazovano za borelii gaxu Bb s.l. @i transovarialnim
pienosu bylo zpleteno z antigeneticky a filogenetigkgoce podobnym druhem borelie, ale
z jiné skupiny - borelie pusobici navratnou f&re B. miyamotoi. Bylo také prokazano, Ze
v Severni AmericeifitomnostB. miyamotoi jako koinfekce ve vzorkachigodns pozitivnich
na @itomnostBb s.s. je Bzna (Rolland et al., 2013)fi®omnostB. miyamotoi byla popsana
ve Spojenych Statech v roce 2001 (Scoles et aQ1)28 pozdji i v Evrope¢ v roce 2002
(Fraenkel et al., 2002). Takzefitpomnost borelie navratné hoky v LB endemickych
regionech by i&jm¢ zvySovalo riziko ndkazylovéka dalsi chorobou spirochétoveé etiologie
v rekreanich lokalitach JiznyciCech. Proto, prokazanitipomnosti nebo neéftomnostiB.

miyamotoi v nami vybranych lokalitach bylo dalSi prioritouegioZeného studia.

Tato prace je prvnim potvrzenintipmnosti DNAB. miyamotoi v klistatech z Jiznich
Cech. B. miyamotoi byla detekovana nejenom v Kkiech nasbiranych vroce 2013 v
rekre&nich oblastectC. Budsjovic, ale i v kli¥atech z rozsahlejsich oblasti Jiznichch
z obdobi 2012 a 2013. Celkova incidence tohoto wirufieskych Budjovicich odpovida
priblizné 1,16 %. Celkové procent@tnostiB. miyamotoi v JiznichCechach je 1,11 % za rok
2012-2013. Nase vysledky odpovidaji udavanym prdoerB. miyamotoi z celé Evropy.
Nap‘iklad, v Nizozemsku pet infikovanych kligat dosahoval ffiblizn¢ 2% (Hovius et al.,
2013). V Rusku podle Fomenko (2010) praeammost kligat predstavuje 1,8% v Leningrad

2,9% v Sverdlovsku a dokonce 4,5% v Novosibirsku.

B. miyamotoi byla detekovana i v USA (Kalifornii) a to u 1,7%mf a 0,7% u dosfictu
klistste |. pacificus (Mun et al., 2006). \Ceské republice byl®. miyamotoi zaznamenana
v mensi mie 0,5% uz fed 7 lety (Hulinska et al., 2007).
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435 dosplych kligtat I. ricinus bylo zkoumano na prezenBi miyamotoi. V piedeSlych
letech bylo dokazano, Zze deésp vykazovali vySSi prevalenci borelie oproti nyani. Tak,
nagiklad, ve Svédsku se ukazal znatelry3si paéet spirochét u dogfych kligat (33%)
oproti nymfam (14%) (Wilhelmsson et al., 2010). &atEstonska prokazuji, Zze spirochéty
navratné horgky se vyskytuji vice u kli&t dosglci nez u nymf, ale rozdily nebyly zcela
zretelné (Geller et al., 2012). Také nebyla zaznameiadna statisticky vyznamna odliSnost
v prevalenciB. miyamotoi u dosglcu a nymf (byla u obou stadii stejnd) u populacetitit
pacificus na zapa8 USA (Mun et al., 2006).

Behem let 2012-2013 byla sbirana Kal. ricinus z miznych oblastiCeské Republiky.
B. miyamotoi byla detekovana u 1,6% z celkovéhatpo435 dosplci (5 samic a 2 sanig
sesbiranych z&i raznych lokalit. Srovnani fiedchozich a namifpdstavenych vysledk
ukazuje, ze peet kli¥at promdenychB. miyamotoi v Ceské republice sesasem zvysuije.
Toto zjiSeni miZe byt vysétleno vyvojem citlivejSich a druhéswspecifickych metod na
detekci fiznych kligaty prendSenych patogén nebo prokadzanim toho, Ze populaBe
miyamotoi se ,zabydlela“ \Ceské republice natrvalo. Na distribuci borelie aévé horeky
v Evrop se podileji, jak pro tento druh neobvykli vektavrda klis'ata rodul. ricinus tak,
nejspis, i migrujici rezervoarovi hostitelé, ktesgirochéty navratné hatley sdileji se
spirochetami Lymské boreliézy. Da seéegpokladat, Ze oblasti endemické pro Lymskou

boreliézu s&asem mohou stat endemickymi i pro navratnoudkare

7. Zaver

Poprvé bylo provedeno mapovanékalika novych rekregnich lokalit Ceskych
Budkjovic vyrazré zameiené na vyskyt Kli&atl. ricinusinfikovanych B. bissettii a B.
miyamotoi. Pro rok 2013 byl zjigh pik klis€ci aktivity, ktery gipadl na¢ervenec — obdobi
nejvy3si rekremni aktivity obyvatelstvaCeskych Budjovic. Byl prokazan vyskyt koinfekce
(Bb s.s. aB. garinii) v promdenych klifatech, ktery mize gilezitostr& ovlivnit spravnou
diagn6zu onemoami ¢lovéka, kwili odlisSnym klinickym projevim, zpisobenym ruznymi
druhy spirochét komplexBb s.l. Poprvé byla prokadzandijomnostB. bissettii v klistatech
z JiznichCech a zji&no ohnisko tohoto druhu borelie v rektraizore Ceskych Budjovic.
Poprvé byla prokadzandgipmnostB. miyamotoi v tvrdych klifatech nespecifickych pro tento
druh borelie, coz je vyznamnym upozémim na moznost #&ni navratné

horetky v Jihaieském kraji.
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Vysledky gedlozené praceimesly nové poznatky oifjomnosti spirochét skupiny
Lymska boreliéza a navratné htkg v rekreg@nich zonach a vybranych lokalitach Jiznich
Cech, coZ je fimo spojeno s wejnym zdravim a bude mit velky vyznam pro identifik
oblasti zvySeného rizika pro Siroké okoli obyvatel.
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