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Cile.

Cilené hledani paivodcii lymeské borreliézy u lovné zvéfe mélo ovéfit moznost parenteralniho
pienosu virulentnich borrelii bez Gasti kli3tat.Predpokladanou cestou byl priinik spirochét
drobnymi odérkami na rukou pfi o3etfeni zvéFiny bezprostfedné po uloveni.Byli jsme inspirovani
piipadem laboratorni infekce vzniklé po p&timinutové expozici narostlé kultury Borrelia garinii
v kultivaénim mediu p¥i kontaktu s kiiZi na rukou diky prasklé gumové rukavici.Béhem nekolika
dnit doglo na exponované ruce ke klinickym projeviim onemocnéni s bolesti kloubt a
proximalnim 3ifenim.Z krve pastizeného byl pomoci polymerazové fetézove reakce (PCR)
identifikovan shodny kmen Borrelia garinii.Po intenzivni 1é¢bé klinické projevy ustaly.
Deoxyribonukleové kyselina (DNA) kmene byla prokazateind v krvi postizené¢ho jesté 6 mésicl
po expozici. Pfedpokladali jsme vyznamny podil na perenteralnim pfenosu pfi manipulaci s
ulovenymi savci.Predeviim proto,2e k vyvrZeni zvéfiny se pfistupuje bezprostfedné po
uloveni.Myslivecka etika a tradice pfimo zakazuje pouZiti gumovych rukavic,dokonce vykasani
rukavii nebo prevledeni.Navic na mist& uloveni neni k dispozici nezavadna voda k omyti ani
pFipadna desinfekce. VyvrZeni a o3etieni ulovku se provadi "za tepla” tedy v dob& Jkdy i pfipadné
pathogenni zérodky jsou pIné vitalni a schopné invadovat narudenou pokozku rukou.I pfes casty
vyskyt pivodct lymeskeé borreliozy v tkanich ptakli neni zde nebezpeci pfenosu tak vyrazné,nebot’
se vétsinou tilovek nechavauleZet a to je pro borrelie letalni ukon,stejné jako pripadné zmraZeni a

jiné Gpravy.



Misto a ¢as.

Pro toto sd&leni jsme vybrali vysledky ziskané vySetfenim zvifat v jedné pfiméstskeé honitbé a
doplnili je o vy3etfeni krve myslivel hospodaticich na stejném Gzemi a ve stejném casovém
obdobi.Odbér vzorki byl provadén na uzemi honitby Zeméd@lského druzstva Velké Prilepy,
mysliveckého sdruzeni HoroméFice-Roztoky.Honitba patti do okresu Praha-zépad.Uzemi leZi na
severozapadnim okraji Prahy a je vymezeno katastry nésledujicich obci: Velké
Piilepy,Holi¢ky,Levy Hradec,Roztoky u Prahy,obcemi patticimi do uzemi mé&stské Casti Prahy 6
(Suchdol, Vyhledy,Lysolaje,Dolni Sarka,Nebusice,Predni Kopanina) dale Statenice,Cerny viil a
opét Velké Ptilepy.Rozloha honitby byla 1900 hektart.S intravilanem zde leZicich obci je o 300
hektart vice. Na tizemi je 1280 ha poli, z toho 10 ha neobd€lavané orné piidy.SmiSeny les se
rozprostird na 100 ha, ovocné sady na 250 ha.Skaly , skalnaté stran¢ a lomy tvoff 100 ha, vodni
plochy (4 rybniky,2 potoky,2 bysttiny a &ast feky Vltavy) 20 ha,cesty a silnice a podobné plochy
50 ha.Bonitni tfida honitby je tfeti..Jednotlivé lokality leZi od 200 do 344 metrd nad mofem.
Prvni &ast prace byla provedena v letech 1998-2000,druhé &ast probiha dodnes.Laboratot Narodni
referenéni laboratofe Statniho zdravotniho tstavu v Praze rozsifila vyzkum promofenosti nasi
zv&fe ve spolupraci se Statnim veterindrnim Gstavem v Praze v ramci udéleného Grantu IGA.
Historie a soudasny stav.

Ve Spojenych statech americkych byla v roce 1982 popsana Willi Burgdorferem pfi¢inna
souvislost mezi nové izolovanym druhem spirochéty z klistéte Ixodes dammini a détskym
kloubnim onemocnénim -epidemickou juvenilni oligoartritidou v mést€ Old Lyme ve staté
Connecticut .V roce 1984 byla nova spirochéta popsana skupinou védcl vedenych
R.C.Johnsonem a oznacena jako novy druh Borrelia burgdorferi Toto onemocnéni se zde
vyskytovalo na Gizemi Spojenych stati americkych nejméné od zag4atku osmdesatych let

minulého stoleti..Roku 1977 bylo onemocnéni klinicky popsano .Nésledné studie nalezly dalsi



klinické formy postihujici mimo klouby i nervovy systém,srdce a klizi, vzcné i jiné organy.
Sympozium odbornikii v roce 1985 se dohodlo,Ze klinické projevy zplisobené infekci Borrelia
burgdorferi se budou oznacovat jako lymeska borrelioza.Nésledny vyzkum objevil i jinde na
svété daldi druhy rodu Borrelia které mohou zplisobovat stejné onemocnén{ . Viechny uvedené
druhy byly zahrnuty do skupiny druhl Borrelia burgdorferi sensu lato (tj. v §ir§im slova
smyslu).Do skupiny patfi mimo pivodni americky druh oznaceny Borrelia burgdorferi sensu
stricto -(tj. v uzsim slova smyslu), i ryze evropské druhy Borrelia garinii a Borrelia afzelii,
Borrelia valaisiana, Borrelia lusitaniae.Dal§imi druhy uvedené skuping jsou asijské druhy
Borrelia japonica, Borrelia tanuki a Borrelia rurdi, ale i dal3i americké druhy Borrelia

bissettii, Borrelia lonestari a Borrelia andersonii. Priikkazny vztah k onemocnén{ lymeskou
borrelidzou maji genomospeciés Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia afzelii,

Borrelia garinii ,Borrelia japonica a Borrelia valaisiana.U ostatnich ze skupiny sensu lato
neni jesté otazka jejich patogenity uzaviena.Lymeska borreli6za je roziifena prakticky po viech
kontinentech svéta vyjimkou snad zistava Antarktida.

Role zivo€ichit .

liz pti priikazu o pienosu Borrelia burgdorferi klidtétem se uvaZovalo o rezervoarech této
spirochéty ve volné& Zijicich zvifatech. Jen u evropského kliStéte Ixodes ricinus se uvadi,ze saje na
vice neZ dvoustech druzich zvifat Prikaz spirochéty zptisobujici u lidi lymeskou borreliézu se
podafil u fady volné& Zijicich savei i ptakit .Mimo izolace Borrelia burgdorferi z klistat, uvadi se
ojedingle i nalez této bakterie i u jiného krevsajictho hmyzu.muchnicky,(Simulidae) ko€ici
blecha (Ctenocephalides felis)ovadi (Tabanidae).Patrng jen u kliStat dochazi k pomnoZzeni

borrélii v jejich tkanich a proto se nalézaji v jejich t&lech v e velkém mnoZstvi.To zvySuje

pravdépodobnost primiku borrelii do tkani hostitele.U amerického klitéte Ixodes scapularis a



Ixodes pacifikus bylo zjidténo Ze v infikovanych larvach je primérny pocet 16 000 borelii,

v ptisatych nymfach 55 000..B&hem sani nymf kles! pocet borrelii na polovinu pivodniho poctu

v souvislosti s nakazou hostitele. To znamen4,Ze od jednoho klistéte dostava hostitel davku kolem
20 000 borrelii coz je jist& dostate¢nd infek&ni davka.Vérohodnost pienosu u jiného

krevsajictho hmyzu kde takové pomnoZeni borrelii nebylo zaznamenano je i z tohoto hlediska
problematicka. Prikkaz bakterie nebo jeji DNA z homogendtu tohoto hmyzu neni diivodem
povazovat jej za ptenasece ( vektor)piivodcd lymeské borreliézy. Mnohé nalezy pivodcl lymeské
borreliézy u zvitat maji Casto slaba mista.Pfikladem je prikaz plvodce lymeské borrelidzy u
100% potkan® v méstskych parcich.Napitiklad v tkani usnich boltcl potkani v Magdeburku byla
prokazovana DNA Borrelia burgdorferi.poté kdyz téla potkanl byla méacena ve vode az do doby
pokud je neopustila viechna klit'ata.Kdyz vezmeme v Givahu vlastni zkuSenost s izolaci
specifické DNA Borrrelia burgdorferi v odpadnich vodach a metodiku autori miizeme mit
pochybnost o hodnoté takového prikazu.Zéaroveti je tfeba opatrné pristupovat k izolacim DNA

Borrelia burgdorferi u vodnich ptakid a Zivo¢ichi Zijicich kolem vody.

Metodika.

V tvodu jsme uvedli Ze nas zajimala predevsim skupina lovné zvéfe z vymezeného uzemi,které je
shodné s mistem vykonu prava myslivosti ¢lend jednoho mysliveckého sdruZeni.Museli jsme se
podiidit ustanovenim zékona o myslivosti a tak jsme vzorky ziskdvali z fadného odlovu v dobé
povoleného lovu.Od roku 1995 jsme méli jedine¢nou moznost pfi retrospektivni studii vySetieni
desetitisice vzorki lidskych tkani a t&lnich tekutin, vy3etfit stejnymi metodami i stovky zvifecich
tkani.Navic ve specializované Narodni referenéni laboratofi pro lymeskou borreliézu CEM v
Praze jsme méli moznost srovnat i vyuzit dalsi metody priikazu pfitomnosti agens lymeské

borreliozy.Jednalo se predeviim o moZnost kultivace,pfimého prikazu imunoelektroopticky a



izolaci geonomové i plastidové deoxyribonukleové kyseliny a vySetfeni vzorkli pomoc
polymerazové fetézové reakce (PCR). Velmi cenna byla téZ moZnost identifikovat produkt PCR
hybridizaci a sekvenaci. U vy3etfeni skupiny myslivcd jsme vyuzili priikazu specifickych
protilatek v séru pomoci ELISA a imunoblotem Pfimy prikaz mikroskopicky je mozny
pozorovanim nativnich preparatl v zastinu , za pomoci imunofluorescence
ielektronopticky.stiibfenim nebo negativnim barvenim.Borrelia burgdorferi se velmi Spatné
barvi Pouze 24 hodinové barveni ziedénym Giemsovym barvivem dava ptijatelné vysledky.U
imunofluorescence jsou problémy se specifitou. Imunoelektronoptické metody jsou pro rutinni
vySetfeni tkani zdlouhavé a ndrocné.Metoda identifikace borrelii mikroskopif v zastinu dobte
identifikuje podle tvaru a pohybu tuto bakterii.Bohuzel neodli§i velmi podobné a hojné druhy
nepatogennich spirdlovitych bakterif od piivodcii lymeské borreliézy. Kultivace se daii z klidtat u
lidi z biopsii kiZe v mist® zakusu infikovaného kli3tste.Z lidské krve a dalSich téInich tekutin je
ze savcl ani z ptakd.Diivodem zde jist& byl maly pocet ristuschopnych borrelii v kultivaénim
BSK mediu.Problémem byla i kontaminace vzork® dal§imi druhy bakterii vyskytujicich se ve
vySetfovanych tkanich. Vétsinou se jednalo o nutri¢né méné narocné ,rychle rostouci bakterie,
které rychle nevhodné& zménily kultivaéni medium. [ kdyby se par pomalu rostoucich borrelii do
media dostalo nemélo by 3anci v soutézi s kontaminaci..Nejvétsi ¢ast vzorki byla vySetfena
pomoci PCR.Odbéru pro toto vy3etfeni bylo nutné vénovat nejvétsi péci.Pouzitelné byly pouze
vzorky tkani z gerstvé ulovenych zvifat a odebirané v ohni vyZzihanymi nastroji na Cistém,
hlubokém Fezu tkani.Odbér byl provadén do pufru s ochranou pted plisobenim nukiedz,¢ast
konzervovana zmraZenim..Izolace byla provadéna komeréné dodavanymi soupravami pro izolaci

genomové DNA podle protokolu na izolaci bakteriaini DNA. I pro vlastni amplifikaci



specifického produktu DNA byl pouZit postup akreditované laboratofe s vyuZitim komer¢nich
smési s horkym startem pro zvy3eni specifiky omezeni mozné kontaminace. Pro identifikaci byla
vybrana geneticky stabilni ¢ast genu 16STRNA s konfirmaci dalSimi Zastmi genomové i
plasmidové DNA .K uréeni genomospeciés jsme pouzivali sety primer( odvozenych t€Z z genu
16SrRNA.1 pti vySetieni vzorkii metodou PCR  se setkavame s fadou problémil .Problémem
miZe byt u polymerazové fetézové reakce nevhodny vybér identifikovan¢ho genu naptiklad pro
podobnost se sekvenci DNA koliformnich bakterii ,které se hojn& vyskytuji naptiklad

v odpadnich vodéch. Tuto skute&nost jsme méli moznost si sami ovefit pfi testovani specifity
pouzivanych primerd pro PCR k identifikaci lymeskeé borreliozy. Pti pouziti DNA predeviim
koliformnich bakterii pii vyssi koncentraci zptisobuje slabou nespecifickou pozitivitu. Jedna se
hlavné o DNA sbirkovych kmenl rodu Escherichia, Proteus a Pseudomonas. Vezmeme-li

v tivahu,Ze se n&ékdy k pritkazu DNA agens lymeské borreliézy pouzivaji kadavery

zvifat, na nichZ se mnozi velmi rychle pravng koliformni bakterie ,a Ze zvifata pochazeji navic

z kontaminovaného prostfedi miiZe byt vysledek nejméné problematicky. Sama .vysoka citlivost
reakce miize ovlivnit vy3si pocet faledn& pozitivnich vysledkii. Naopak pfitomnost nadbytku
inhibitorti reakce PCR v materialu zase snizuje citlivost reakce.Vyuzili jsme léty vyzkousené
schéma erudované laboratofe pti vydetfeni PCR, abychom zarucili spolehlivost a
reprodukovatelnost vysledkd.

Vysledky.

V prvni etapé jsme vySettili na tomto izemi 153 jedincd patficich k 26 druhtim Zzivocichh
Srovnéni celkovych poéti pozitivnich vysledki u lovnych savel a ptaki jasné ukazuje ptevahu ve

skuping lovnych ptakd (47%) .U lovnych savcli byla DNA Borrelia burgdorferi sensu lato byla



Graf &.1.: Vysledky vySetfeni tkani lovné zv&¥e na pFitomnost DNA Borrelia burgdorferi sensu
lato

pozitivni
55%

negativni
45%

pozitivni v 32% vySettenych vzorkii. U myslivei z téhoZ uzemi bylo provedeno vySetfeni krve
na pFitomnost protildtek proti agens lymeské borreliézy a p¥imy prikaz specifické DNA pomoci
PCR V obou ptipadech byla pozitivity kolem &tyFiceti procent. V kontrolni skuping vybrané ze
vzorktl pacientd s klinicky nesouvisejici diagndzou a z jiné oblasti byla pozitivita necelych 10
procent. Soubor jsme doplnili o vySetfeni pfisatych klistat na ki mysliveti., zde byla nejvyssi
pozitivita a to 68 %!V jednom pFipadé jsme obdrzeli i klidtaka Lipoptoma cervi ktery téz Gidajne
postipal jednu osobu. Vy3etfili jsme také krev dal3ich obratlovei a n€kolika bezobratlych
7ivogichli ve sledované oblasti..Pti identifikaci genomspeciés Borrelia 3edesatiSesti pozitivnich
vzorkil jsme konstatovali pfevahu Borrelia garinii (60 % ) nasledovala Borrelia afzelii ( 35 %)a
v nejmensi mite byla zastoupena Borrelia burgdorferi sensu stricto. (5 %) U vySetfované
skupiny myslivcil jednozna¢né pevazuje Borrelia garinii (9 z 14 ), coz je v souhlase s nejCastéji
identifikovanym genomospeciés u vysetfovanych pacienttl. Také u pfisatych klistat ze

sledovaného tizemi byl identifikovan v absolutni v&t3in& genomspeciés Borrelia garinii (5 ze



6 pozitivnich).

Tabulka ¢&.1: VySetfena lovna zvef - savcei

Druh Vysetfeno Pozitivni
Capreolus capreolus - srnec 4 1

Lepus europaneus - zajic 11 2

Sus strofa -prase divoké 11 4

Vulpes vulpes - liska 5 3

Celkem 31 10

Tabulka ¢.2: VySetiena lovna zvEF - ptaci

Druh Vysetfeno Pozitivni
Anas plathyrynchos - kachna divokd 15 8

Columba livia v.domest. - holub domdci 4 4

zdiv.

Columba palumbus - holub hiivndc 4 3

Corvus frugilegus — havran 15 1

Fulica atra - lyska 1 1

Garrulus glandarius - sojka 10 7

Larus ridibundus - racek chechtavy 9 8

Phasianus colchicus - bazant 24 6
Phalacrocorax carbo - kormordn 1 1

Pica pica - straka 3 2
Streptopelia decaocto - hrdlicka zahradni 5 2

Celkem 91 43

Tabulka &.3: Vysledky vySetfeni myslivei

druh Vysetfeno Pozitivni Negativni %
vySeteni (=) ) (+)
Serologické 17 7 10 41
PCR 31 14 17 45
Celkem 48 21 27 43

Graf &.:2: Uréeny genospeciés Borrelia burgdorferi ze viech pozitivnich vzorki




savci ptaci myslivei

'm B.garini @ B.afzelii O B.burgdorferi s stricto
Zda se proti predpokladu, Ze parenteralni pfenos krvi ulovenych zvifat je velmi vzacny, je-li
viibec mozny.Diivodem bude ptedeviim maly pocet virulentnich spirochét v krvi a t&lnich
tekutinach ulovenych zvifat.Hlavni tlohu pti infikovani hraji i u zpracovateld zvéfiny promorena
Kli¥tata.Jako zajimavost uvadime nélez specifické DNA v povrchové i podzemni vode a prikaz
pFitomnosti genomu Borrelia garinii a afzelii u klistéte z entomologické sbirky pochézejici z
roku 1963 ze stejného vizemi.Je to prikaz toho,ze kli3tata Sitila u nas plivodce lymeské
borreliozy jiz dvacet let pted uznénim onemocnéni za samostatnou nosologickou jednotku.Od
roku 1995 téZ patrame v materilu pacientl a zvifat po infekénim agens rodu Anaplasma (dfive
Ehrlichia), které té prenaseji klidt'ata.S ohledem na rozsah studie budou vysledky samostatnym
sdélenim .

Co dal?

V Fadu Spirochaetales jsou zahrnuty riizné skupiny spirdlovitych a aktivné pohyblivych
bakterii. Klasifikace spiralovitych bakterif byla provadéna pfedeviim na morfologickém

podkladé,tim se stalo,?e skupina obsahuje mimo tvarové podobné organismy i velmi biologicky

odli§né druhy. Jedna &eled” vy3e uvedeného tadu Spirochaetaceae zahrnuje n€kolik rodd



nepatogennich spirochét Zijicich ve stokdch,kontaminované vod& ,v bahng a v pisku.Druhé &eled’
Treponemataceae obsahuje rody Treponema, Leptospira a Borrelia . Treponemy i leptospiry
jsou organismy jak priméarng saprofytické, tak primarn¢ patogenni pro ¢loveka i zvifata. Rod
Borrelia zahmuje fadu patogennich druht pro ¢lovéka i zvifata.Presto n&které druhy jsou
soudasti normalni bakterialni flory €lovéka. P¥ikladem miize byt Borrelia refringens nalézan u
&lovéka na patrovych mandlich,v ustech ,v dolni ¢asti zaZivaciho traktu , i ve stolici . Borrelia
burgdorferi je podobné jako ostatni druhy rodu velmi starobyly organismus.Tento druh obsahuje
StyFikrat men3i mnozstvi DNA v chromozému nez ma bézna sttevni bakterie Escherichia coli
Navic ma vzacné se vyskytujici jeden linearni chromozom.Skladba stény Borrelie burgdorferi
nese archaické znaky.Zda se,ze mame co do ¢inéni s organismem,ktery prosel dlouhym vyvojem a
je velmi dobte adaptovan na Zivot v tkanich hostitele.Pfi dlouholetém vySetfovani jsme si viimli
opakujicich se cykl pfi prikkazu tohoto organismu u lidi.P¥edpokiadame,ze by mohla Borrelia
burgdorferi prodélévat ¢ast zivotniho cyklu v lidském a zvifecim organismu.Studiu této
problematiky bude tfeba vénovat vétsi pozornost.Stejne tak bude nutné vice odliovat v rdmci
druhu patogenni a nepatogenni sérotypy u lidi i u zvifat.Nakonec bude nutné objasnit nalez DNA

patogennich borrelii v povrchovych a spodnich vodach.

Obraz ¢&.1.Borrelia garinii
Kmen M 192 izolovany z mozkomi¥niho moku &loveka kultivace v BSK
mediu



Snimek z elektronového mikroskopu , zv&tseni 20 000 x
Autor Dr.D.Hulinska




Souhrn.

Na tizemi 2200 hektarti v pfiméstské oblasti byl sledovan vyskyt pivodce lymeské borreliézy u
zvitat( 26 druhti 153 jedinct), predeviim u lovné zvéte a u myslived (31 lidi) zde vykondvajicich
préavo myslivosti.U zvifat byla prokazana v 55 % pritomnost DNA Borrelia burgdorferi sensu lato.
Z 60 pozitivnich vzorkd u kterych se podafila identifikace genospeciés patfilo 60% k Borrelia
garinii, 35 % k Borrelia afzelii a jen 5% k Borrelia burgdorferi sensu stricto.U myslived se
podatilo prokazat v 41 % piitomnost specifickych protilétek a v 45 % piftomnost borreliové
DNA.Béhem sledovaného obdobi se na toto onemocnéni 1écili dva lidé ze sledované skupiny.U
dalgich dvou bylo podezieni na chronické projevy lymeské borreliozy. U myslivel se podafilo
prokazat pouze Borrelia garinii.Ze sbirkového preparatu klitéte sebraného ve sledovaném tzemi
v roce 1963 se podatila prokazat DNA Borrelia garinii a Borrelia afzelii. Nepodafilo se prokazat
¥e dochazi k parenteralnimu ptenosu lymeské borreliozy pti zpracovani zvefiny prinikem odérkami

v kiizi rukou.



