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Anotation

Ixodes holocyclus is the most common species of blood-feeding arthropods along
the whole eastern coast of Australia. The salivary secretions of engorged nymphs and adults
contain neurotoxins, which cause paralysis and toxicoses to the hosts, especially cats, dogs,
livestock, and even man, while native fauna appears to be immune. Despite its wide
distribution, the role of paralytic toxins in disease transmission and the spectrum
of pathogens carried by this tick are poorly understood. It is impossible to breed the ticks
on animals because of their toxicity. However using an artificial feeding membrane helped
us to establish a laboratory colony, which was necessary to perform our subsequent
experiments. This study was focused on the ability of 1. holocyclus to transmit Borrelia
afzelii, a spirochete bacterium causing Lyme borreliosis. The next goal was to identify

the paralytic neurotoxins.
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1 Uvod

1.1 Klistata (Ixodida)

Klistata jsou celosvétoveé rozsireni hematofagni ektoparazité savet, plazi a ptaki. Svym
hostitelim mohou $kodit p¥imo i nepiimo. Casto vyvolavaji podrazdéni, alergie, paralyzy
a toxikozy nebo v pripadé masivniho zasazeni zpusobuji i velké ztraty krve. Zaroven se
stavaji prenaseci Sirokého spektra patogent (vird, bakterii, prvokt, hub), jez vyvolavaji
riznd onemocnéni zvifat i lidi. Na mnoho z nich stale neexistuje efektivni zpiisob 1écby
(Hajdusek et al. 2013) a stavaji se tak pficinou znatelnych hospodaiskych ztrat po celém
svete.

Klistatoviti (Ixodida) spadaji do kmene c¢lenovcu (Arthropoda), tfidy pavoukovci
(Arachnida) a fadu roztocd (Acari). Rozlisuji se na tfi Celedé: Ixodidae (tzv. tvrda klist’ata),
Argasidae (tzv. m¢kka kliStata) a Nuttalliellidae (Alberto et al., 2010). Na celém svéte bylo
popsano 896 druhd klistat (Guglielmone 2010). Celed’ Nuttalliellidae je monotypicka a je
zastoupena pouze jedinym druhem Nuttalliella namaqua, Zijicim v Africe. Celed’ Argasidae
zahrnuje 193 druhti ve 4 rodech, ¢eled’ Ixodidae 702 druhi ve 14 rodech (Guglielmone
2010).

1.1.1 Argasidae (mékka klist’ata)

Celed Argasidae (m&kka klistata) se vyskytuje vétsinou v aridnich &i semiaridnich
oblastech po celém svéte a jeji zastupei obvykle ziji cely zivot v hnizdech hostitelt, kterymi
jsou nejcastéji ptaci, netopyii nebo ¢lovek (Roberts 1970). Byvaji téz nazyvani mékkymi
klistaty, nebot’ postradaji sklerotizovany hibetni Stitek (scutum). Jejich ploché télo je
pokryto kozovitou kutikulou, ktera svrchni stranou kryje capitulum nesouci ustni ustroji
(Obr. 1). To se obecné u klist'at sklada z palp, hypostomu a chelicer. Parové palpy ziistavaji
béhem sani na povrchu kiize. Kizi hostitele pronikaji ostré chelicery a hypostom pokryty
zpétnymi hacky. Sani je u m&kkych klist’at rychlé a trva obvykle v fadech minut ¢i nékolika
hodin. Ptijimaji mensi mnozstvi krve nez tvrda klistata, ale mohou sat vicekrat v ramci
jednoho vyvojového stadia. Po stadiu larvy nasleduje nékolik stadii nymf (obvykle 3—4
Vv zavislosti na objemu piijaté potravy), které se od dospélcti lisi pouze absenci pohlavniho
otvoru. Obé pohlavi pfijimaji v dospé€losti potravu a pftili§ se od sebe morfologicky nelisi

(Roberts 1970). Pafeni probiha i mimo hostitele a neovlivituje Gspésnost dosati. Dospélé



samice saji opakované a pokazdé kladou nekolik stovek vajicek (D. E. Sonenshine & Roe

2014). Cely vyvojovy cyklus trva v fadech mésicu ¢i let.

dorzélnistrana ventralnistrana

Obr. 1: Morfologické znaky meékkych klistat (Argasidae). Dospéla samice rodu
Ornithodoros. Pfevzato a upraveno (Barker & Walker 2014).

1.1.2 Ixodidae (tvrda kliSt'ata)

hibetni Stitek (scutum), ktery u samcti svrchu kryje celé télo, u samic a nymf ptiblizné€ jednu
tretinu (Obr. 2). Capitulum, které nese hypostom obklopeny chelicerami a pedipalpami, je
pii pohledu shora dobie viditelné. Tvrda klistata prochazi tfemi vyvojovymi stadii: larva,
nymfa, dospélec. Pro uspéSnou pieménu z jednoho stadia do nasledujiciho se potiebuji
jedenkrat nasat krve. Podle poctu hostiteld lze rozliSit druhy s jedno-, dvou- &i tii-
hostitelskym zivotnim cyklem. Sani, béhem kterého mnohondsobné¢ zvétsuji svou velikost,
trva n€kolik dni (larvy saji 3-5 dni, nymfy 4-8 dni a dospélé samice 5-20 dni). Proto je
samic lze rozd¢lit na dvé faze. Prvni fize pomalého sani trva zpravidla 1-4 dny, ale mize se
protahnout az na 2 tydny. Béhem této doby dochazi k ristu kutikuly zadecku a k zhruba
10ndsobnému naristu pivodni hmotnosti. Béhem druhé faze rychlého séani, jez trva 24-36
hodin, je pfijato velké mnozstvi krve, coz vede az k 100 nasobnému zvétSeni (Barker &
Walker 2014). Samci vétSiny druh@t nepiijimaji potravu vibec nebo pouze v malém
mnozstvi, které je nutné ke spermatogenezi. Nasledné¢ se mohou pafit s vice samicemi.

Kopulace samic probihéd pouze jednou a je nezbytné dilezita pro uspésné dosati. Po opusteni



hostitele samice klade n€kolik tisic vaji¢ek v jedné snlisce a poté umira (D. E. Sonenshine &
Roe 2014).

samice ' samec
Obr. 2: Morfologie tvrdych klistat (Ixodidae). Ptiklad dospélé samice a samce rodu

Hyalomma. Dorsalni a ventralni pohled. Pfevzato a upraveno (Barker & Walker 2014).

1.1.3 Sani krve

Hematofagie se v evoluci ¢lenovca vyvinula vice nez 20krat nezavisle na sob¢. U klistat
a obecné roztocu se jeji pocatek odhaduje na obdobi pted 400-100 miliony let (Mans 2011).

Zivotnd dulezitym organem, jenz zabezpeluje cely priibéh sani, jsou pro klistata slinné
zlazy. Jedna se o alveolarni struktury sloZzené ze shlukli granularnich a negranularnich bunék.
Negranularni buriky se podileji na osmoregulaci a hospodafeni s vodou, jejiz piebytky
aktivné vylucuji (Kaufman 1989). V granularnich burnikach se produkuji rizné bioaktivni
proteiny a lipidy, jeZ pusobi na hemostaticky a imunitni systém. Tyto latky maji
antikoagulacni, protizdnétlivé a imunosupresivni u¢inky a diky nim mohou klistata bez
povSimnuti sat na hostiteli n€¢kolik dni (D. E. Sonenshine & Roe 2014). Patii mezi né
naptiklad prostaglandiny potlacujici vazokonstrikci, degranulaci Zirnych bunék a shlukovani
krevnich desticek, dale pak antikomplementové proteiny, histamin vazajici proteiny, kinazy
tlumici bolest, inhibitory serinovych protedz, lipokaliny nebo cytokinové inhibitory
(Hajdusek et al. 2013). Téchto imunosupresivnich G¢inkii slin mohou vyuzivat také nékteré

klistaty prendSené patogeny.



1.1.4 Traveni krve

Krev hostitele je pro klistata jedinym zdrojem potravy. Proces traveni krve je proto
klicovy pro jejich nasledny vyvoj a reprodukci (Sojka et al. 2013). Centrum metabolismu je
stievo, které diky svym Cetnym vybézkiim (caeca) zaujima u dospé€lé samice pies 80 % téla.
Lze jej rozdélit na tfi Casti: predni, stfedni a zadni. Z vnéjsi strany je obklopeno vrstvou
svali zajiStujicich peristaltické pohyby. Z vnitini strany jednovrstevny epitel pokryva
peritrofickd matrix. U vétSiny krev sajiciho hmyzu je proces traveni krve rychly a probiha
v alkalickém prostfedi lumen stfeva plisobenim serinovych proteaz podobnym trypsinu.
Oproti tomu u klist’at je tento d¢j pomaly a z vétsi ¢asti se odehrava uvniti sttevnich bunék
(Sojka et al. 2013). V samotném lumen stfedni ¢asti stfeva dochazi pouze k enzymatické lyzi
cervenych krvinek. Tato cast stfeva méa piedevSim zdsobni funkci, umoznuje klist'atim
vydrZet dlouhé ¢asové intervaly (mésice az roky) bez sani na dal§im hostiteli a pfezit tak
v rozmanitych podminkach prostiedi (Sojka et al. 2013).

Vyzkumy ukazuji, ze hemoglobin piedstavuje sice vyznamny, ale ne vSak nezbytny zdroj
proteini pro dalsi vyvoj klist'at (Sojka et al. 2013). Po hemolyze miize hemoglobin vytvaret
velké krystaly v lumen stfeva. RozpuSténé krevni proteiny, kterymi jsou zejména rozpustény
hemoglobin a sérovy albumin, jsou nésledné endocytézou pohlceny do vnitrobunéénych
travicich vackt bunck epitelu, v nichz jsou v mirné kyselém pH dale zpracovany
proteolytickymi enzymy (Sojka et al. 2013). Pomérné slozita kaskada enzymi (cysteinovych
a aspartovych protedz) postupné Stépi molekulu hemoglobinu na mensi fragmenty
ve specializovanych organelach stfevnich travicich bun¢k (hemozomech). Hlavnimi
peptidazami jsou ruzné formy katepsint (C, B, D, L), legumain, serinova karboxypeptidaza,
leucinova aminopeptidaza. Stépeni hemoglobinu je nutné piisné regulovat, nebot’ béhem
rozkladu dochazi k uvolilovani fady potencialné toxickych sloucenin. Patii mezi n¢ naptiklad
volnd hemova skupina, fragmenty hemu (homocidiny), rtizné peptidy, inhibitory proteaz ¢i
reaktivni formy kysliku. Samotnd kliStata si vyvinula mechanismy, kterymi se pied
pusobenim téchto nebezpecnych latek chrani. Naopak mohou vyuZivat téchto metabolitii

s antimikrobialni aktivitou proti patogentim ptijatym spolu s potravou (Sojka et al. 2013).

1.1.5 Prenos patogeni klistaty
Klistata jsou prenaSeci celé fady patogentl, jez mohou zpusobovat riznd onemocnéni
zvitat 1 lidi. Patfi mezi né prvoci, bakterie, viry ¢i houby. PfenaSené patogeny vyuZivaji

ucinkil latek ze slinnych Zlaz klistat, které tlumi slozky imunitniho systému obratlovcet,



a snadno tak pronikaji do téla hostitele, aniz by byly rozpoznany (D. E. Sonenshine & Roe
2014).
Mezi celosveétove nejrozsifencjSi bakteridlni onemocnéni prendsené klistaty patii rody

Anaplasma, Borrelia, Ehrlichia, Francisella a Rickettsia (Loh et al. 2016).



1.2 Rod Borrelia

Bakterie rodu Borrelia se taxonomicky fadi do tfidy Spirochaetes, fadu Spirochaetales
a Celedi Spirochaetaceae (Aguero-Rosenfeld et al. 2005). Tento rod lze dale klasifikovat na
dvé skupiny. Prvni z nich zahrnuje komplex B. burgdorferi sensu lato (s.l.), spojovany
s Lymeskou borreliozou, jejiz vektory jsou klistata rodu Ixodes spp (D. Sonenshine & Roe
2014). Druhou skupinou jsou druhy zptsobujici navratny tyfus (navratnou horecku —
relapsing fever RF) (Loh et al. 2016). Vyskytuji se v mirném i tropickém podnebném pasu
(D. Sonenshine & Roe 2014) a jejich pfenaseci jsou primarn¢ mékka klistata (Argasidae),
dale n€kolik druht tvrdych klistat (Ixodidae) a piipadné i vS§i (Loh et al. 2016). N¢&kdy se
uvadi jesté treti skupina, ktera se vyskytuje na plazech (Reptile-associated — REP). Doposud
neni znamo, zdali mize dochazet i k pfenosu tohoto typu borrelii na ¢lovéka (Loh et al.
2017).

Do komplexu B. burgdorferi s.l. se fadi 21 druhd (Loh et al. 2016), z nichz mezi
nejcastéj$i pivodce Lymeské borreliozy u lidi patti B. burgdorferi sensu stricto (s.s.),
B. afzelii, B. garinii a B. spielmanii (D. E. Sonenshine & Roe 2014). Hlavnimi pfenaseci
téchto patogenti jsou kliStata komplexu Ixodes ricinus-persulcatus (Tsao 2009):
ve Spojenych statech americkych jsou jimi I. pacificus a I. scapularis, v Evropé I. ricinus a
v Asii I. persulcatus (Loh et al. 2016).

1.2.1 Morfologie a fyziologie borrelii

Borrelie maji spiralné tvarovanou buiiku o délce 4-30 um a s pramérem 0,2-0,3 pm,
krytou dvojitou membranou (Krieg et al. 2010). Ta je tvoiena vnitini peptidoglykanovou
avn¢jsi lipoproteinovou vrstvou. Kvili této unikatni stavbeé bunééné stény je nelze
klasifikovat ani jako G* ani G  bakterie. Naobou koncich téla vyrista 7-11
periplazmatickych biciki, které se tdhnou mezi vnitini a vnéj$i buné€nou membrinou
a obtaceji protoplazmaticky valec. Bi¢iky zajistuji témto extraceluldrnim parazitim relativné
rychly pohyb viskdéznim prostiedim (Aguero-Rosenfeld et al. 2005; Rosa et al. 2005;
Barbour & Hayes 1986).

Na rozdil od jinych bakterii nesou borrelie linedrni chromozom o délce 911 kbp a n¢kolik
cirkularnich (9) a linearnich (12) plazmidi (Aguero-Rosenfeld et al. 2005). Na plazmidech,
u kterych ¢asto dochdzi k horizontdlnimu transferu genti, lezi geny kodujici povrchové

proteiny, diky kterym spirochéty unikaji imunitnimu systému hostitele (Casjens et al. 2012).



Bakterie B. burgdorferi s.l. dokaze regulovat expresi riznych povrchovych proteint
Vv zavislosti na podminkach okolniho prostiedi (napf. teplota, pH, pfitomnost a koncentrace
danych latek, druh hostitele ¢i vektora) (Aguero-Rosenfeld et al. 2005). Napiiklad gen
pro povrchovy protein A (OspA) je nezbytny pro kolonizaci stieva doposud neinfikovaného
klistéte a jeho exprese je stimulovdna slozkami imunitniho systému hostitele, ktery jimi
reaguje na sani kliStéte. Na sténach stieva spirochéty pfilnou diky OspA a jeho homologu
OspB. Saje-li nakazené klisté na druhém hostiteli, borrelie potlaci ptepis genu OspA/OspB
a zacne produkovat povrchovy lipoprotein C (OspC). Ten hraje kli¢ovou roli v pfenosu

borrelii z klistéte do hostitele (Aguero-Rosenfeld et al. 2005).

1.2.2 Zivotni cyklus borrelii

V tradi¢nim pfenosovém cyklu vystupuji jako rezervoary borrelii drobni savci, ptaci ¢i
jestérky. Larvy se béhem sdni nakazi spirochétami, které v jejich stfevé pieZivaji
metamorfézu do dalSiho stadia (trans-stadidlni pfenos) a mohou se zde i mnozit. Nymfy,
které nasledné saji na nenakazeném kompetentnim hostiteli, se stavaji vektorem borrelii,
zvite dalSim rezervoarem a kruh se uzavira. Dospélci se obvykle na kolob&hu nepodileji,
nebot’ Casto saji na hostitelich, ve kterych borrelie neptezivaji (D. Sonenshine & Roe 2014).
K transovarialnimu pfenosu téméf nedochazi. Obdobny proces, pouze s drobnymi
odchylkami, Ize sledovat u I. pacificus, I. scapularis, I. ricinus a 1. persulcatus (D.
Sonenshine & Roe 2014).

Razné druhy borrelii se lisi v druzich hostitelt a vektort, jez vyuZzivaji k dokonceni svého
zivotniho cyklu (Tsao 2009). Napiiklad spirochéty B. afzelii se vyskytuji v hlodavcich,
B. garinii v ptacich a B. burgdorferi s.s. v hlodavcich i ptacich. Naopak velci
kopytnici/jelenoviti byvaji pro borrelie slepou uli¢kou (Tsao 2009). Vétsina znamych druhi
klistat schopnych pienosu borrelii spada do komplexu Ixodes ricinus-persulcatus. Ostatni
druhy mohou sat na hostitelich infikovanych B. burgdorferi s.l., ale diky své vrozené
nekompatibilité spirochéty nepienasi. Je tomu tak napfiklad u druhi Amblyomma
americanum, Dermacentor variabilis, D. andersoni, D. occidentalis, |. cookei,

I. tranguliceps (Tsao 2009).



1.2.3 Lymeska borrelioza

Lymeska borreliéza je nejcastéjsi klisStaty prendSené onemocnéni v severnim mirném
pasu (D. Sonenshine & Roe 2014). Ro¢né jsou hlaseny statisice piipadi. Na pocatku
20. stoleti svédsky 1ékar Arvid Afzelius poprvé popsal jeden z jejich piiznakd, erythrema
migrans, ktery daval do souvislosti se sanim klistéte rodu Ixodes (Krieg et al. 2010).
Ve Spojenych statech americkych Dr. Allen Steere popsal Lymeskou boreliézu v roce 1977
a nasledn¢ Dr. Willy Burgdorfer identifikoval jejiho ptivodce, spirochéty rodu Borrelia
(Steere et al. 1977; Burgdorfer et al. 1982).

Jedna se o chronické, infekéni, multisystémové onemocnéni, jeZ vyvolavaji bakterie
komplexu B. burgdorferi s.l.. Prvnim typickym projevem je erythrema migrans. Jedna se
0 Cervenou, koncentricky se rozsifujici skvrnu okolo mista ptisati klistéte, ktera se objevuje
u 80 % pacientit 1-2 tydny po nakaze (D. Sonenshine & Roe 2014). Neni-li zahajena 1é¢ba
antibiotiky, borrelie se mohou S§ifit dale po téle krevnim ob&hem, lymfou nebo podél
nervovych vlaken. Zasahuji srdce, klouby, centralni nervovy systém a mozek (Cook 2015).
Mohou se objevovat piiznaky podobné chiipce (Gnava, bolest kloubti a svalil), artritidy,
kozni, neurologické a srde¢ni komplikace ¢i jejich kombinace (Krupka et al. 2007).

Imunitni odpovéd” na spirochéty B. burgdorferi s.l. byla prokazana také u psu, kocek,

skotu ¢i koni, avSak nedochazi u nich k rozvinuti nemoci (D. Sonenshine & Roe 2014).



1.3 Australie

V geologické minulosti byla Australiec spolu s Jizni Amerikou, Afrikou, Arabii, Indii
a Antarktidou soucasti prakontinentu Gondwany (Obr. 3). Po odd¢leni od Antarktidy béhem
paleocénu nasledovalo dlouhé obdobi izolace, diky kterému se zde vyvinulo svébytné

prostiedi pIné naprosto ojedinélych rostlinnych i zivo¢isnych druhti (Culek et al. 2013).

PERM TRIAS JURA
250 miliond let 200 miliond let 145 milion let

= ~ -
KRIDA SOUCASNOST
65 miliont let

Obr. 3: Geologicky vyvoj. Pfevzato a upraveno (Historical perspective 2012).

V sou€asné dobé se tento nejmensi kontinent rozprostird na jizni polokouli a zhruba
vV poloviné jej protind obratnik Kozoroha. Nejvétsi rozlohu maji aridni, druhové chudé
oblasti v centralni Australii (Culek et al. 2013). Mnoh¢ dukazy vsak ukazuji, Ze tato uzemi
byvala v minulosti dobie zdsobena vodou a jejich vegetace se vyrazné liSila od té dnesni.
Na pocatku kenozoika (pted 65,5 miliony let) panovalo v kontinentalni Australii teplé vlhké
klima, pro né€z byly charakteristické mikrotermalni a mezotermalni destné lesy. Aridni
oblasti se nalézaly pouze na severozapad&. Na pielomu stiedniho a pozdniho eocénu se
v centralni Australii vyskytovaly nepfistupné sklerofytni pralesy. Necekané ochlazeni
nastalo na pfelomu eocénu a oligocénu, coZz mélo za nasledek pokles diverzity
megatermalnich krytosemennych rostlin. Chladné obdobi bylo opét vystfidano teplym
vlhkym klimatem v ¢asném miocénu, kdy se zde vyskytovala znacna diverzita lesnich typt.

Prvnim dalezitym momentem, od kterého narlstala aridita ve stfednich Castech Austrélie,



byla zména v pravidelném zavodiovacim rezimu v zdpadnich oblastech datujici se
do stfedniho miocénu. Pozdni miocén byl chladny a suchy, siln¢ ubylo destnych lest, které
ptretrvaly pouze podél vychodniho pobifezi a v hordch. Rozsifily se suché lesy spolu
s kfovinnou busi. Ubyvani destnych lesti pokracovalo i v pliocénu, kdy se v severnich
oblastech zacaly vyvijet travnaté plané¢ a byl ustdlen mirny klimaticky rezim. Pfesto bylo
mnozstvi srazek vyss$i nez dnes. Suché doby ledové, pro néz byly typické oteviené buse,
travnaté a bylinné louky, byly stfidany vlhkymi dobami meziledovymi. Posledni doba ledova
byla obzvlast’ kruta a soucasné klima je sus$si nez predchozi interglacialy (Martin 2006).
Ubyvani druhové bohatych destnych pralesti vedlo k odsouvani velkého mnozstvi jedinct
na zbyvajici mald uzemi s ptihodnymi podminkami. Vznikal tak silny konkurencni tlak,
dochazelo ke speciaci a vyrazné extinkci. Diky témto procesim se u piezivSich organismu
vyvinula Siroka Skala obrannych mechanisma (Barker et al. 2014). Odhaduje se, Ze se
V Australii nachazi 50 % svétovych endemickych druhii rostlin a 42 % vSech endemickych
suchozemskych obratlovcta (Cresswell & Murphy 2016). Hranice, kterou tvoii Wallaceova
linie, umoznila pFeziti vejcorodych savca (Prototheria) a va¢natcti (Marsupialia) (Culek et al.
2013).

V dnesnich dnech se aridni, druhové chudsi oblasti rozprostiraji v celé centralni a zapadni
¢asti kontinentu a jsou tvofeny savanami, stepnimi formacemi, polopoustémi a poustémi
(Culek et al. 2013) (Obr. 4). Ke stiidani obdobi sucha a destd dochazi v monzunové tropické
oblasti na severu Australie (Kimberley, Top End a Cape York Peninsula) (Morton et al.
2014). Srazkove i druhové nejbohatsi jsou navétrné oblasti pii pobiezi (Obr. 5). Prvni z nich
je nékolik desitek kilometrii uizky vlhky pas podél vychodniho pobiezi, kde jsou postupné
od severu k jihu zastoupeny vSechny klimatické zony: od tropické rovnikové po temperatni,
od nizin az po alpinska pasma (Culek et al. 2013). Druhou oblasti je izolovany navétrny
jihozapadni cip. Pro ob¢ tato mista je charakteristické husté zalidnéni a velky pocet

rostlinnych i zivo¢isnych druht (Obr. 6).
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. Aridni oblast

. Oblast monzunovych trop
Vihké oblasti
=] (¢ervené destné pralesy)

Obr. 4: Biomy Australie. Nejrozsifenéjsi aridni oblasti (oranzove€), severni tropické

oblasti (fialove), vlhké oblasti s tropickym a temperatnim lesem (zeleng). Ptevzato

a upraveno (Morton et al. 2014).
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Obr. 5: Pramérné mnozstvi srazek v Australii v letech 1996-2005. Ptevzato a upraveno

(Decadal and multi-decadal rainfall 2016).
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Pocet ohroZenych druht
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Obr. 6: Pocet ohrozenych druhti v jednotlivych oblastech Australie. Pfevzato a upraveno

(Morton et al. 2014).

1.3.1 Australie v evoluci klist'at

Podle nékterych hypotéz sehrdla Australie dulezitou roli v evoluci klistat (Ixodida).
Dobson a Barker pifedpokladaji, ze vSechny tfi cCeledi klistat (Ixodidae, Argasidae,
Nuttalliellidae) se vyvinuly béhem devonu (pied 408—362 miliony lety) v ¢asti prakontinentu
Gondwany, ktera se po oddéleni stala dnes$ni Australii (Dobson & Barker 1999).

Tato teorie je zaloZena na dvou hlavnich dikazech. Za prvé, Sest z osmi podceledi klist’at
se na tomto kontinentu vyskytuje pfirozené. Jsou jimi: Amblyomminae, Argasinae,
Bothriocrotinae, Haemaphysalinae, Ixodinae a Ornithodorinae. Pouze podceled
Nuttalliellidae a Rhipicephalinae ptivodni nejsou. Zaroven z Australie pochazi i prvni §tépici
se linie podc¢eledi Ixodinae, australo-asijsky rod Ixodes. Za druhé, za nejblizsi zijici ptibuzné
klistat jsou povazovani volné zijici rozto¢i fadu celostitnikovei (Holothyrida), ktefi jsou
V Australii také pfitomni. AvSak jsou nalézani 1 v jinych ¢astech formujici se Gondwany
(Barker et al. 2014).

Nicméné Mans et al. predpokladaji, Ze pocatek klist'at (Ixodida) spada do obdobi karbonu
(319425 miliont let) do jihoafrické oblasti Karoo Basin (Mans et al. 2012).
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1.3.2 Australské druhy klist’at

V Australii bylo popsano 70 druhd kliStat: 14 druhi z celedi Argasidae a 56 druht ¢eledi
Ixodidae (Barker et al. 2014). Celed Nuttalliellidae se zde pravdépodobné nevyskytuje.
Zatimco je australska fauna bohatd na podceledi klistat, je v porovnani s ostatnimi
kontinenty pomérné¢ chudd v poctu druhti, pouze 65 druhl z celkovych 896 je ptivodnich
(Barker & Walker 2014).

Ze vsech popsanych 70 druhti jich 16 mize napadat domaci zvirata a ¢loveka. Ostatnich
54 druhi parazituje pouze na divokych savcich, plazech a ptacich (Barker et al. 2014).
Nejméné 12 australskych druhi se vyskytuje také na Papui Nové Guinei.

Mezi nejpocetnéjsi a také medicinsky a hospodaisky nejvyznamnéjsi druhy patii Ixodes

holocyclus, Ixodes cornuatus a Rhipicephalus (Boophilus) australis (Barker et al. 2014).

1.3.3 Kilist’aty prenasené patogeny v Australii

V soucasné dob¢ jsou v Australii znamé tfi kliStaty pfenaSené choroby, jejichz vektorem
jsou pivodni druhy klist'at: Queenslandsky klistéci tyfus, australska klistéci skvrnitd horecka
(Flinders Island Spotted Fever) a Q horecka. Queenslandsky klistéci tyfus a australskou
klistéci skvrnitou horecku vyvolavaji bakterie Rickettsia australis a Rickettsia honei.
PienaSeCi tohoto onemocnéni mohou byt Bothriocroton hydrosauri, 1. holocyclus,
al. tasmani. Q horecka, kterou vyvolava Coxiella burnetii, byla nalezena v klistatech
Haemaphysalis humerosa a Amblyomma triguttatum (Loh et al. 2016). Schopnost
australskych druht klistat pfenaset bakterie rodu Borrelia je velmi malo prostudovana
(Panetta et al. 2017).

Doposud bylo v Australii identifikovano 6 druhti bakterii rodu Borrelia. Prvnim je druh
B. theileri (Mulhearn 1946), jenz je celosvetove rozsitenym piilezitostnym pavodcem hovézi
spirochetdzy a jehoz pienaSeéem je Rhipicephalus (Boophilus) australis (Callow & Hoyt
1961). Druhym druhem je B. anserina vyskytujici se v driibezi, pfenasena mekkym klistétem
Argas persicus (Petney et al. 2004). Tteti B. queenslandica byla izolovana z krysy (Rattus
villosissimus) a jejim ptedpokladanym ptenasecem je klisté Ornithodoros gurneyi (Carley &
Pope 1962). Ctvrtym je ‘Candidatus Borrelia tachyglossi’ identifikovany v klistatech
Bothriocroton concolor a jednom individui 1. holocyclus sbiranych na jezufe australské
(Tachyglossus aculeatus). Tento druh je blizce piibuzny skupiné plazich borrelii a borrelii
vyvolavajicich RF (Loh et al. 2016).
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Dalsi dva vzdalené druhy plazich borrelii Borrelia sp. byly identifikované z klistéte
Bothriocroton undatum, které saje na volné zijicich varanech (Varanus varius) a je
Vv Australii endemické (Panetta et al. 2017).

Ani jeden z téchto 6 druht vSak nespada do komplexu B. burgdorferi s.1. a u zadného
nebylo zaznamenano, ze by mél schopnost vyvolat Lymeskou borreliozu. Pfitomnost bakterii
komplexu B. burgdorferi s.l. na tomto kontinentu tak stale zistava nezodpovézenou otazkou
(Gofton et al. 2015).
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1.4 Ixodes holocyclus

Klisté Ixodes holocyclus Neumann, 1899 je nazyvané také jako australské paralytické
klisté¢ (Australian paralysis tick) ¢i v Queenslandu jako kfovinné klisté (scrub tick) (Barker
& Walker 2014). V cCestiné ma ekvivalent klisté pacifické (Kurka 2005).

I. holocyclus patti mezi 28 australskych druhti rodu Ixodes a je jednim ze 7 druhi
z podrodu Sternalixodes, jez jsou vSechny vazané na australsky kontinent (Barker & Walker
2014). 1. holocyclus je nejpocetnéjsim a také medicinsky a hospodaisky nejvyznamnéj$im

druhem klistéte v Australii.

141 Vyskyt

I. holocyclus se vyskytuje v pasu podél celého vychodniho pobiezi, které je zaroven
nejhustéji zalidnénou oblasti (Obr. 7). Hlavnim habitatem jsou vlhké sklerofytni stilezelené
lesy s vysokym thrnem srazek a temperatni destné lesy. V obou typech prosttedi vyhledava
husté bylinné a kefové patro, ve kterém je dostate¢na vlihkost a pocetnost hostitelti (Barker &
Walker 2014). Svym rozsifenim zasahuje do statii Queensland, Novy Jizni Wales, Victorie a

Tasmanie a pronika i na ptilehlé ostrovy (Barker & Walker 2014).

b

Ixodes holocyclus m m Hobart

Obr. 7: Rozsifeni klistéte . holocyclus. Prevzato (Masina & Broady 1999).
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1.4.2 Morfologie

I. holocyclus se fadi mezi tzv. tvrda klistata (Ixodidae) (Sonenshine 1991) a vykazuje
ptislusné morfologické znaky (Obr. 8). Zdména je moznd s blizce pfibuznymi |. cornuatus
a l. myremcobi ¢i s I. tasmani a |. hirsti. I. myremcobi se vSak vyskytuje pouze v jihozapadni
Zapadni Australii. Rozsifeni 1. holocyclus a I. cornuatus se piekryvaji a pouze dospélé
samice jsou dobfe morfologicky odlisitelné. VSechna stadia lze rozeznat geneticky
srovnanim mitochondrialnich (cytochrom oxidaza I) a jadernych (ITS2) sekvenci (Barker &
Walker 2014). Na rozdil od I. tasmani je scutum druhu I. holocyclus jen tidce, drobné
teCkované a v zadni ¢asti zvrasnéné, kréni ryha je kratka. Ve srovnani s 1. hirsti ma
I. holocyclus scutum $ir$i nez delsi. Oproti I. cornuatus u I. holocyclus chybi cornua

(zvinéna baze capitula). Charakteristickym znakem je kruhovitd analni ryha a zbarveni

koncetin. Prvni a ¢tvrty par je tmaveé hnédy, druhy a tieti bézovy (Barker & Walker 2014).

Obr. 8: Dospélci klistéte Ixodes holocyclus. (Al — samice, dorsalni strana, A2 — samice,
ventralni strana, Bl — samec, dorsalni strana, B2 — samec, ventralni strana, 1 — palpy, 2 —
cornua, 3 — kréni ryha, 4 — scutum, 5 — hypostom, 6 — genitalni otvor, 7,9 — analni ryha, 8 —

spirakulum.) Pfevzato a upraveno (Barker & Walker 2014).
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1.4.3 Zivotni cyklus

I. holocyclus se fadi mezi klistata s tfihostitelskym zivotnim cyklem (Obr. 9). Po 40-60
dnech se z vajicek ulozenych ve vlhké hrabance lihou Sestinohé larvy, které $plhaji na vrchol
vegetace. Zde Cihaji na hostitele, které vnimaji pomoci Hallerova orgadnu na prvnim paru
koncetin. NejcastéjSimi hostiteli larev I. holocyclus byvaji bandikuti, vacice, koaly nebo
klokani. Po 4-6 dnech sani se pousti a metamorfuji v osminohé nymfy, které hledaji druhého
hostitele. Témi mohou byt kromé& ptivodnich druht také psi, kocky nebo ¢loveék. Nymfy saji
4-7 dni a pfeméiuji se v dospélce, u kterych je jiz mozné rozliSit pohlavi. Samci jsou mensi
a drobngjsi nez samice, stejné tak jejich stni stroji je drobnéj$i. Samci potravu neptijimaji,
¢astené ale mohou parazitovat na samici a sat jeji hemolymfu (Cooper & Spence 1976).
Po kopulaci umiraji. Samice saji na tfetim hostiteli 1-3 tydny. Po dalSich tfech tydnech
po dosati kladou do vlhké vegetace 2500—3000 vajicek a nasledné umiraji (Grattan-Smith et
al. 1997). Délka metamorfozy jednotlivych stadii je siln¢ ovlivnéna podminkami prostiedi,
zejména teplotou a vlhkosti, a dobou, za kterou je nalezen vhodny hostitel. Zivotni cyklus
tak muize trvat Sest mésici az n¢kolik let (Grattan-Smith et al. 1997).

Za hlavni hostitele se pokladaji bandikut hnédy (Isoodon macrourus) a bandikut nosaty
(Perameles nasuta), ktefi jsou nezbytni pro udrzeni stabilni populace I. holocyclus (Doube
1975). Spektrum moznych hostitelii je vSak mnohem pestiejsi, 1. holocyclus byl zaznamenan
u 34 druht savet a 7 druhti ptakti. Mohou jimi byt dal$i druhy bandikutti, vacice, klokani,
koaly, ptvodni i introdukovani hlodavci, psi, ko¢ky, drubez, dobytek, ptaci i clovek (Barker
& Walker 2014).

I. holocyclus nema mnoho piirozenych predatori, mohou jimi byt napiiklad hmyzozravi
ptaci nebo vosy. Hlavnimi limitujicimi faktory jsou sucho, vysoka ¢i naopak pftili§ nizka

teplota a neptitomnost hostitele (Barker & Walker 2014).
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Obr. 9: Zivotni cyklus klistéte |. holocyclus. Pfevzato a upraveno (Barker & Walker
2014).

1.4.4 Sezénnost
V pribéhu celého roku lze najit vSechna vyvojova stadia, nicméné¢ od konce unora
do za¢atku kvétna se objevuji pfedevsim larvy, od dubna do zafi jsou nejpocetnéjsi nymfy,

od fijna do prosince dospé€lé samice (Barker & Walker 2014) (Obr. 10).

léto ] podzim [ zima ] jaro ] léto

10— e S

.................. larvy

w e momowmow NymMfy
— dospélci
MR ovipozice

Pozorovana ¢etnost jedinci daného stadia

\ \ Vil Vil IX X X1 Xl

Obr. 10: Sezénni zmény v pocetnosti vyvojovych stadii klistéte 1. holocyclus v oblasti

Pittwater severné od Sydney, 1995. Prevzato a upraveno (Rees & Bear 2013).

18



Sezonni kolisani pocetnosti jednotlivych stadii kliStat méa i veterinarni vyznam. Nejvice
ptipadli paralyzy je zaznamenano v zafi, coz souvisi s vysokym vyskytem snadno

ptehlédnutelnych nymf (Obr. 11).
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Obr. 11: Pocet piipadd paralyzy u psi zaznamenanych Veterinarni klinikou
Queenslandské univerzity mezi lety 1970—1975 (souvisla linka) a primérny pocet dospélych
samic I. holocyclus na jednom divokém bandikutovi v jihovychodnim Queenslandu v letech
1972-1974 (pterusovana linka). Pfevzato a upraveno (Barker & Walker 2014).

1.45 Toxicita

Klistata skodi svym hostitelim nejenom sdnim krve, ale mohou u nich vyvolavat dalsi
zévazné zdravotni potize — podrazdéni, alergie, paralyzu ¢i toxikdzu. Bylo popsano 69 druhii
klist'at, jejichz sliny obsahuji toxiny vyvolavajici paralyzu hostitele. VétSina z nich jsou
zastupci Celedi Ixodidae, pouze 9 =znich je zc¢eledi Argasidae (Rodriguez-Valle,
Dermacentor andersoni a Dermacentor variabilis v Severni Americe, Ixodes rubicundus,
Rhipicephalus evertsi evertsi a Argas (Persicargas) walkerae v Africe a I. holocyclus v
Australii (Masina & Broady 1999). Dalsimi druhy, které v Australii zpiisobuji paralyzu, jsou
I. cornuatus a I. hirsti. Piedpoklada se, ze vSech sedm druhti z podrodu Sternalixodes mize
mit podobné vlastnosti (Barker & Walker 2014).

I. holocyclus vyvolava neurotoxickou klistéci paralyzu, ktera muze konéit az smrti
hostitele (Mayne et al. 2014). Béhem sani jsou slinnymi zlazami produkovany toxiny
pusobici na nervosvalovych spojich hostitele, kde zabraiiuji sekreci neurotransmiteru

acetylcholinu a zpisobuji tak ochabnuti svalti (Masina & Broady 1999). Bylo identifikovano
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19 proteinti z multigenni rodiny tzv. holocyclotoxinti (HT) s vysoce konzervativnim
motivem osmi cysteinti (ICK inhibitor cystein knot). HT jsou dlouhé 68—79 aminokyselin
jejich primérna molekulova hmotnost je 5,9 kDa (Rodriguez-Valle, PauMoolhuijzenbla, et
al. 2017). U 15 HT jsou znamé i jejich nukleotidové sekvence.

Toxiny produkuji vSechna krev sajici stadia. Dospélé samice zptisobuji obvykle silnou
paralyzu. Paralyza vyvoland nymfami méa obvykle mirnéjsi priabéh (5 nymf maze usmrtit
laboratorni mys). Larvy mohou ojedinéle zpusobit paralyzu kocek nebo mysi, ale pouze
ve vétSim mmnozstvi (50 larev mutze usmrtit laboratorni mys, 200-300 larev paralyzuje
koc¢ku) (Barker & Walker 2014). Riek zjistil, Ze i vodny extrakt z vajicek a larev n¢kolika
druhtt mtize byt toxicky po injikovani do laboratornich zvitat (Riek 1957). Sila pusobeni
toxinti zavisi na teploté (vyssSi teplota urychluje a podporuje paralyzu), na velikosti
zasazen¢ho jedince a na jeho vrozené 1 ziskané imunité. OdliSnosti v G€incich jsou patrné
i mezi jednotlivymi sezonami a v jejich prabéhu (Barker & Walker 2014).

Paralyza se obvykle projevi po tfech dnech od prisati klistéte. V tuto dobu dochazi
u klistat ke zvétSovani velikosti slinnych zlaz a vzrustu jejich aktivity (Masina & Broady
1999). Mezi ptiznaky nastupujici paralyzy patii svédéni pokozky, slabost, zvraceni, poruchy
vidéni a anizokorie, obtize s mluvenim a zmény hlasu, ztrata chuti k jidlu, poruchy
rovnovahy a pohybu, postupné ochrnuti svalti zadnich a pfednich koncetin a nasledné v§ech
svalt téla. Smrt je zpisobena zastavou dechu kvili ochabnuti dychacich svalu (Barker &
Walker 2014). U ¢lovéka mize mimo jiné vyvolat akutni anafylakticky Sok. Projevy
paralyzy se mohou zhorsit 24—48 hodin po odstranéni klistéte. Presto, je-li tento zakrok
proveden v ¢as, je mozné plné zotaveni. To je v8ak pomalé a trva n¢kolik tydnt (Barker &
Walker 2014).

Nejcastéji byvaji zasazeni psi, kocky, ovce, dobytek ¢i driibez. Postihovani byvaji i ptaci
a puvodni placentalni savci. U piirozenych hostiteld, bandikuta hnédého (Isoodon
macrourus) a bandikuta nosatého (Perameles nasuta), se pravdépodobné vyvinula ziskana
imunita vi¢i neurotoxinim. Bez obtizi piezivaji i vétsi pocet sajicich jedinctu (Masina &
Broady 1999). Tuto domnénku potvrzuji i pokusy, pii kterych byli bandikuti chyceni
a drzeni v zajeti. Pokud nebyly v kontaktu s klist'aty, postupem ¢asu se jejich odolnost vici
toxinim snizovala (Masina & Broady 1999). U psi je mozné vytvofit imunitu vic¢i HT
pravidelnym vystavovanim postupné se zvysujici davce téchto latek (Clunies-Ross 1935).

V soucasné dobé probiha lécba paralyzy pomoci polyklonalniho psiho antiséra. Nicméné

tato metoda je drahd a ucinna pouze v rané fazi paralyzy (Masina & Broady 1999). U lidi
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navic mize psi antisérum vyvolavat alergické reakce, a proto se vyuziva pouze ve vaznych

ptipadech u déti (Barker & Walker 2014).

1.4.6 Hospodaisky vyznam

I. holocyclus zptsobuje znaéné ekonomické ztraty a je jednou z nejcastéjSich pficin
umrtnosti domestikovanych a hospodatskych zvifat ve vychodni Australii (Masina & Broady
1999). Odhaduje se, ze kazdym rokem je v Australii touto paralyzou postizeno
10 000-100 000 domestikovanych zvifat a 10 % ji podlehne (Atwell et al. 2001; Grattan-
Smith et al. 1997)(Grattan-Smith et al. 1997)(Grattan-Smith et al. 1997).

Do roku 1999 bylo zaznamenano 20 smrtelnych piipadu paralyzy u lidi (Masina &
Broady 1999). Kazdoro¢né je vSak hlaSeno mnoho pacientt s pfiznaky paralyzy. Zvlasté
ohrozené jsou déti (Barker & Walker 2014).

1.4.7 Pienos patogeni kliStétem I. holocyclus

Navzdory Sirokému rozsiteni klistéte I. holocyclus je spektrum patogend, pro néz se muze
stat vektorem, dosud malo prozkoumané. Byl prokazan pienos bakterii R. australis
a R. honeli, které u lidi zpusobuji Queenslandsky klistéci tyfus. Jedna se obvykle o mirnou
nemoc, avsak bylo zaznamenano i jedno umrti. Mezi pfiznaky patii malatnost, nevolnost,
zvétSeni miznich uzlin, makulopapularni vyrazka, lehky kasel, bolest svali, zimnice
a horecka. Vyskyt nemoci odpovida arealu rozsiteni klistéte 1. holocyclus (Barker & Walker
2014).

Doposud nebyl u klistéte I. holocyclus zjistén vyskyt ani pienos virti (Russell 1995).

Casto diskutovanou otazkou je schopnost pienosu bakterii komplexu Borrelia
burgdorferi s.l., ptivodci Lymeské borreliozy (Gofton et al. 2015). Kazdym rokem se ve
vychodni Austrdlii objevuje fada pacientil se symptomy piipominajicimi Lymeskou
borrelidzu, avSak doposud se nikomu nepodatilo dat tyto pfiznaky do pfimé souvislosti se

sanim klistat 1. holocyclus (Mayne et al. 2014).
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1.5 Membranové sani

Chov klistat se neobejde bez vhodnych hostitelii. Nicméné krmeni na laboratornich
zvifatech muze byt obtizné proveditelné, nakladné a eticky problematické. S rozvojem
novych technologii proto roste snaha o vyvoj vhodné alternativni metody. In vitro sani
vyuzivajici umélych membran se jevi jako vhodnou moznosti, kterd navic umoziuje hlubsi
porozuméni procesu sani a prenosu patogent. Dalsi vyhodou jsou malé provozni naklady,
snadna manipulace, moznost standardizace, pfesné vymezeni sloZzeni potravy a okolnich
podminek (Krober & Guerin 2007). V pribéhu celého sani je mozné piesné definovat
sloZeni potravy a sledovat latky, které jsou do ni sekretovany klistaty.

V historii, datujici se od 50. let 20. stoleti, bylo k vyrobé membran vyuzivano riznych
materiald (Krober & Guerin 2007). Byly jimi napiiklad Parafilm® (Hokama et al. 1987),
vajeéné membrany kufeciho embrya (Pierce & Pierce 1956), dobytéi kize (Kemp et al.
1975), stfevo (Waladde et al. 1991) nebo silikonova membrana (Habedank & Hiepe 1993).
Roku 1995 na posledni zminéné membrané dokazali Kuhnert et al. dokon¢it cely Zivotni
cyklus klistéte Amblyomma hebraeum (Kuhnert et al. 1995). Krober & Guerin uzpusobili
silikonovou membranu pro klisté I. ricinus, které ma v porovnani s pfedchozim druhem
krat$i hypostom (Krober & Guerin 2007).

K tspésnému prichyceni a dosati je tieba nalezitych chemickych a fyzickych stimuld,
membrany z odolnych a elastickych materiali, vhodné vyzivy, odpovidajici teploty (37 °C)
a vlhkosti prostiedi (Kréber & Guerin 2007). Tyto faktory se 1isi v zavislosti na druhu

klistéte, jeho vyvojovém stadiu ¢i zkoumaném problému.
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2 Cile prace
1. Zavedeni laboratorniho chovu klistéte I. holocyclus a popis jeho zivotniho cyklu.
2. Testovani schopnosti pfenaset piivodce Lymeské borrelidzy.

3. Identifikace a charakterizace paralytickych neurotoxin.
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3 Material a metody

3.1 Laboratorni zvirata

Dospélé, jiz nasaté samice |. holocyclus byly ziskany prostfednictvim profesora Jana
Slapety z Univerzity v Sydney. Sbéry probihaly v listopadu roku 2016 ve volné ptirods
v okoli Sydney.

Pro krmeni larev klistat a pro testovani pfenosu borrelii bylo vyuzito laboratornich,
imbrednich mysi BALB/c.

Se viemi laboratornimi zvifaty bylo béhem experimentli zachdzeno podle zékona Ceské

narodni rady €. 246/1992 Sb., na ochranu zvitat proti tyrani.

3.2 Chov Kklist’at

V laboratornich chovech Parazitologického tstavu Biologického centra Akademie véd
v Ceskych Budgjovicich byla vSechna vyvojova stadia chovana ve sklenénych vialkach,
Vv boxu se stalou vzduSnou vlhkosti (95 %), teplotou (23 °C a 28 °C) a fotoperiodou (14h
den, 10h noc).

Dospélé, nasaté samice byly ponechany klast pii teploté 23 °C. Vajicka byla nasledné
pienesena do teploty 28 °C.

Larvy saly na laboratornich mySich BALB/c v plastovych, uzaviratelnych komirkach,
piipevnénych na vyholend zada zvitete, a to v poctu 5, 10, 15, 20 ¢i 25 jedincti na mys. PIné
nasaté larvy byly nésledné rozd€leny do dvou skupin chovanych pfi rozdilnych teplotach
(23°C a 28 °C).

Nymfy a dospélce nebylo mozné krmit na laboratornich zviratech kvili produkci
paralytického neurotoxinu. Tato stadia byla krmena in vitro na umélych membranach.

U vSech vyvojovych stadii (larva, nymfa, dospélec) byla métena doba sani, hmotnost
nenasatych a plné nasatych jedinci a délka metamorfozy. Hmotnost byla zjistovana
na laboratornich vahach Sartorius CPA225D — OCE (Sartorius Weighing Technology
GmbH, Némecko).

Udaje o délce sani nymf a dospélych samic klistéte . ricinus a o jejich vysledné

hmotnosti byly pievzaty od Zuzany Zemanové (Zemanova 2018).
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3.3 Membranové sani

Nymfy a dospélce nebylo mozné nechat sat na laboratornich zvitatech kvili produkci
paralytického neurotoxinu. Pro jejich krmeni bylo proto vyuzito metodiky vychazejici
Z publikovaného protokolu in vitro krmeni klistat 1. ricinus (Krober & Guerin 2007)

S mirnymi upravami podle Pernera a Kucery (Perner et al. 2016; Kucera 2015).

3.3.1 Priprava hovéziho parfému

K 50 g kravskych chlupti bylo ptidano 250 ml dichlorometanu (DCM) a stalym tiepanim
po dobu 20 minut pti pokojové teploté byly extrahovany lipidové slouceniny. Nasledné byla
odebrana horni polovina roztoku. Spodni ¢ast byla smichana se 100 ml nového DCM a op¢ét
protfepavana 20 min. Cely proces byl dvakrat zopakovan. Vysledny roztok byl prefiltrovan
a jeho koncentrace byla zjiStovana vazenim pevného podilu po odpaieni 1 ml roztoku

(Kucera 2015).

3.3.2 Priprava krmitek

Krmici komtrky byly ptipraveny podle publikovaného protokolu (Krober & Guerin
2007), pouze sklo bylo nahrazeno plastem (Miroslav Kubik — Plexi, Ceské Budgjovice).
Pro piipravu 10 membran bylo smichano 15 g silikonu ELASTOSIL E4 (Wacker,
Némecko), 5 g silikonového oleje DC 200 (Sigma-Aldrich, USA), 0,15 g barevné pasty
(Wacker) a 2,9 g n-hexanu (VWR chemicals, Velka Britanie). Smés byla $pachtli nanesena
Vv tenké vrstvé na papirky pro Cisténi optickych ¢ocek (Tiffen, Kanada) a pfes noc ponechana
zaschnout. Membrany s tloustkou 60—100 um byly umistény na spodni okraj krmicich
komuirek a piecnivajici okraje byly sefiznuty. Pro lepsi pfichyceni klist'at byla na membranu
pfipevnéna miizka a plastovy kiiz ke zmirnéni pruznosti (Obr. 12). Membrany byly

napustény hovézim parfémem (Kucera 2015).
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Obr. 12: Stavba krmici komurky. A — papirek k ¢isténi optiky, B — silikonova membrana,
C — plastova mrizka, D — plastovy kiiz, K — krmici komirka. Pievzato a upraveno (Kucera

2015).

3.3.3 Priprava krve

Hovézi krev byla ziskdna na jatkach v Jihodeské masné s.r.o., v Ceskych Budgjovicich.
Krev byla zchlazena na ledu a ru¢nim michédnim defibrinovéna. Zbyly fibrinogen byl
odstranén filtraci pies sterilni plastové sito. Krev byla obohacena sterilni glukdzou, jejiz

kone¢na koncentrace byla 2 g/l, a skladovana pti 4 °C.

3.3.4 Krmny roztok
Jedna jamka v krmitku obsahovala 3,1 ml hovézi defibrinované¢ krve, 31 pul

adenosintrifosfatu (kone¢na koncentrace 1 mM), 3,1 pl gentamicinu (kone¢na koncentrace

5 um/ml) a 3,1 pl nystatinu (100 jednotek/ml) (Krober & Guerin 2007), (Perner et al. 2016).

3.3.5 Priibéh krmeni

Krmné komurky byly umistovany do desti¢ek s Sesti jamkami naplnénymi obohacenou
krvi. Krmitka byla po celou dobu séni inkubovéana ve vodni 14zni s teplotou 37 °C. Do jedné
komirky bylo prvni den umisténo 10-15 dospélych samic. Druhy den k nim byli pfidani

samci v poctu odpovidajicim poctu pfisatych samic a ptipadné i nymfy. Krev byla ménéna



kazdych 12 hodin a desticky byly pfed kazdym dalsim pouzitim vymyty saponatem,
etanolem (70%) a sterilizovany UV svétlem. Komirky byly pied umisténim do Cerstvého
roztoku oCistovany sterilnim fyziologickym roztokem (0,9% NaCl). PIn¢ nasati jedinci byli

zvazeni a ulozeni do boxu se stalou teplotou (28 °C) a vlhkosti (95 %).

3.4 Nakaza mysi a kliStat borreliemi

Kultura Borrelia afzelii CB43 byla kultivovana 5—7 dni v BSK-H mediu (Barbour-
Stoenner-Kelly H medium, Sigma-Aldrich) pti teploté 33 °C. Laboratornim mySim BALB/c
bylo pod kizi inokulovano 100 pl narostlé kultury (107 spirochét). Usp&nost nakazy byla
ovéfena po tiech tydnech pomoci PCR detekce borrelii v biopsii ucha. Poté byly na mysi
nasazeny larvy v poctu 5, 10, 15, 20 ¢i 25 jedincti na mys. PIn¢ nasaté larvy byly sesbirany
aulozeny béznym zplisobem do chovnych boxl. Pfitomnost spirochét byla zjiStovéana

V larvach ihned po dosati a poté v tydennich intervalech pomoci PCR.

3.5 Spolecné sani larev I. holocyclus a I. ricinus — cofeeding

Bylo testovano, zdali se zvysi podil nakazenych larev I. holocyclus v piipadé spoleéného
sani nenakazenych larev I. ricinus. Na dv¢ infikované mysi BALB/c byly do spole¢né
komurky nasazeny larvy I. holocyclus a I. ricinus v piiblizném poméru 1:1. Pfitomnost

borrelii v plné nasatych larvach obou druhti ihned po doséati byla zjisStovana pomoci PCR.

3.6 Identifikace a charakterizace paralytickych neurotoxini

U nymf klistéte I. holocyclus byla sledovana mira exprese geni pro holocyclotoxiny
HT1-HT15 v prabé¢hu 3 dnit sdni na mySich BALB/c. Z nenasatych nymf a poté z nymf
po 1, 2 a 3 dnech sani byla izolovana RNA (5 nymf na vzorek) a pievedena do cDNA.
Pro geny toxinit HT1-HT15 byly navrzeny genové specifické primery, které byly ovéteny
pomoci PCR. Pro geny toxind, jejichz exprese byla prokdzana, byly vypracovany expresni

profily pomoci qPCR.
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3.7 Molekularni techniky

3.7.1 lzolace DNA
Izolace DNA zklistat a mySich tkani probihala podle stanoveného protokolu
laboratorniho kitu NucleoSpin® Tissue Kit (Macherey-Nagel, Germany).

3.7.2 PCR

K detekci borrelii byla vyuzita PCR, kdy byl amplifikovan usek genu pro flagellin.
Reakéni smés obsahovala 12,5 pl FastStart PCR MasterMix (Roche, Svycarsko), 10 pmol
FlaF1A primeru, 10 pmol FlaR1 primeru (Tab. I), 4 ul DNA, 6,5 ul PCR vody. Amplifika¢ni
program byl zahdjen denaturaci pii 96 °C po dobu 10 min, nasledovalo 40 cykla
sestavajicich z denaturace pii 94 °C 30 s, hybridizace pti 60 °C 30 s a elongace pii 72 °C

40s. Program byl zakon¢en 7min inkubaci pii 72 °C.

Tab. I: Primery k detekci borrelii.

Velikost i
Nazev Sekvence 5'—3' Zdroj
produktu
Borrelia FlaF1A AAGCAAATTTAGGTGCTTTCCAA 154 b Schwaiger
flagellin FlaR1 GCAATCATTGCCATTGCAGA P et al. 2001

3.7.3 Gelova elektroforéza

K vizualizaci PCR produktii bylo vyuzito gelové elektroforézy. Vzorky byly smichany
s DNA 6x Loading Dye (Top-Bio, Ceska republika) a naneseny na 2% agarézovy gel
obohaceny o Ethidium bromid (Sigma-Aldrich). Elektroforéza probihala v 1x TAE pufru
piinapéti 100 V po dobu 20 minut. Pro kontrolu velikosti produkti byl do prvni jamky
aplikovan DNA Ladder (Thermo Scientific, USA).

3.7.4 1Izolace RNA a prepis do cDNA

Izolace RNA zklistat probihala podle stanoveného protokolu laboratorniho kitu
NucleoSpin® RNA (Macherey-Nagel, Némecko). Koncentrace ziskané RNA byla méfena
na spektrometru NanoDrop™ 1000 (NanoDrop, USA).

K reverzni transkripci byl pouZzit 1 pg vyizolované RNA, ktery byl pfepsan do cDNA
za vyuziti kitu Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche).
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3.7.5 Kvantitativni PCR

Relativni exprese paralytickych neurotoxinii byla stanovena pomoci kvantitativni
Real-time PCR. Reak¢ni smés pro kazdy vzorek obsahovala 12,5 pl FastStart Universal
SYBR Green Master, Rox (Roche), 10 pmol F-primeru, 10 pmol R-primeru (Tab. Il), 5 pul
¢cDNA (10x zfedéné), 5,5 pul PCR vody. Kvantitativni PCR probihala
v pristroji LightCycler® 480 (Roche) podle programu, ktery se skladal z preinkubace (95 °C
/ 10 min) a nasledné amplifikace probihajici v 50 cyklech (denaturace 95 °C / 10 s,
hybridizace 60 °C / 10 s a elongace 72 °C / 10 s. Poté byla vykreslena kiivka tani (95 °C /
5s, 65 °C / 1min, 97 °C /do konce). Program byl zakonfen zchlazenim na 40 °C / 30 s.
Referenénim genem pro normalizaci testovanych vzorki byl gen pro klistéci aktin (Tab. I1).
Primery pro holotoxiny byly navrzeny Vv programu Primer3 (v. 0.4.0)
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/). Vzajemné podobnosti genii byly ovéfeny
pomoci programu BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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Tab. Il: gPCR primery pro identifikaci a kvantifikaci paralytickych neurotoxind.

Toxin | GenBank kéd | Sekvence 5'—3' Velikost Zdroj
produktu

GCACTGGTCCTGCTCCTACT

HT1 |AY766147 79 bp
AGCACTTAGCGTTGCACCTT
GTAATGACCCGTGCCGTACT

HT2 |[KP096302 81 bp
TTTGGCATAAGACCAAACCA
GGCAGACGGAACTGTAATCAA

HT3 |[KP096303 114 bp
TCCCAGGGGATAAGTACACG
TGTACCAAACCCGGAAAAAG

HT4 |KP963966 116 bp
ACTTCGCATGTTTTGCAGTG
ATGGTGAGGAGCACGACAAT

HT5 |KP096304 86 bp
TTTGCAGTAACCTACTGTTTTTCC
AAACGGAACTGTAATGCCGAC

HT6 |KP096305 100 bp
ACGTGCATTTTTGGCATAAG
GACGGAACTGTAATGACCCG

HT7 |KP096306 98 bp
CGTGCATTTTTGGCATAAGA
CGAAAATCTTCCTCTGCACG

HT8 |KP096307 93 bp
ACTCAGCGTTGCACCTTTTT Tato
GGCAGACGGAACTGTAATCAA prace

HT9 |KP096308 114 bp
TCCCAGGGGATAAGTACACG
GACCCACTCGCGATTTCGGC

HT10 |KP096309 82 bp
TGTTTACAGTAAGCTCCACCTTTG
AGAACGGTTTCGCGTGTCAG

HT11 |KP096310 93 bp
AATTGTGAGTCGGTCCATCC
TCTTCGCACTCATCATCCTG

HT12 |KP963967 105 bp
TGCAGTCGCAGTGTGTGTAG
GTGGCGGCTACAGTTGTCTC

HT13 |KP963968 121 bp
CGCAATCGCAGTGTTTGTAG
ATTATCTTGGCCATCGTTCG

HT14 |KP963969 119 bp
CCAAAATCATGTGCCTTTCC
TCGTTTTGGCCATTGTTCAG

HT15 |KP963970 119 bp
CCCAAAATCGTGTGCCTTT

Klistéci — CGACATCAAGGAGAAGCTCTG 103b

aktin GTCGGGAAGCTCGTAGGAC P
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3.8 Statisticka analyza

Analyza dat probihala v programu Microsoft Excel a naslednd tvorba grafi v programu
GraphPad Prism 6 (verze 6.01 pro Windows, GraphPad Software, USA). Chybové usecky

v grafech znazoriuji standardni chybu priiméru (SEM).
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4  Vysledky

4.1 Zavedeni laboratorniho chovu klistéte 1. holocyclus

411 Larvy

Dvé dospélé, nasaté samice |. holocyclus zaslané v listopadu roku 2016 z Australie byly
ulozeny do boxu se stalymi podminkami. Po uplynuti 1-2 tydna zacaly klast vajicka.

Vajicka byla zpoc¢atku inkubovana pfi teploté 23 °C po dobu 7 tydnt. Poté byla teplota
zvySena z 23 °C na 28 °C, coz iniciovalo lihnuti larev (Obr. 13a). Prvni larvy se objevily
9tydnd po nakladeni vajicek. Po 3 tydnech od vylihnuti byly larvy nasaty na mySich
(Obr. 13b). Délka sani larev byla 72—-84 hodin (Obr. 14). Béhem této doby na mysich nebyly

pozorovany zadné ptiznaky paralyzy.

Obr. 13: Larvy I. holocyclus. Nenasata larva (A), nasata larva (B).
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Obr. 14: Délka sani larev I. holocyclus na laboratornich mySich BALB/c.

Priimérna vaha plné nasatych larev byla 562 pg + 6,5 pg. Podrobnéji jsou ziskané

hodnoty hmotnosti zaznamenany v tabulce (Tab. 111) a v grafu nize (Obr. 15).

Tab. 111: Hmotnost pln¢ nasatych (FF) larev I. holocyclus.

m [pg]
prumér median min max SD SEM
FF larvy 562 565 460 660 46 6,5
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Obr. 15: Hmotnost pln¢ nasatych (FF) larev I. holocyclus. (Chybova tsecka znazoriuje

SEM.)
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Larvy byly nasledné rozdéleny na dvé skupiny chované pii rozdilnych teplotach (23 °C
a28 °C). Vyssi teplota urychlila vyvoj a zkratila dobu potiebnou k pfechodu do dalSiho
stadia. Z larev drzenych pii 23 °C se nymfy zacaly lihnout po 28 dnech, z larev z 28 °C
po 21 dnech.

4.1.2 Nymfy

Nymfy (Obr. 16a) byly po 4 tydnech od vylihnuti zvazeny a dany sat na mys$i v poctu
5 ¢i 10 jedincl. Po dvou dnech sani se u mysi zacala projevovat paralyza, jejiz intenzita se
v prubéhu tretiho dne stupiiovala, pokus byl proto ukoncen. Z divodu rychlého nastupu
paralyzy u laboratornich zvifat bylo v nasledujicich experimentech vyuzito umélych krmitek

(Obr. 17), kde nymfy saly do plného dosati 4 az 7 dni (Obr. 16b, 18).

Obr. 16: Nymfy I. holocyclus. Nenasata nymfa (A), nasata nymfa (B).
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Obr. 17: Nymfy a dospélec I. holocyclus sajici na umelé membrané.

50 =

41% 43 %

PIné nasaté nymfy [%]

3%

Cas [dny]

Obr. 18: Doba sani nymf I. holocyclus na umélych membranach.

Dosaté nymfy byly zvazeny a rozdéleny na dvé skupiny, chované pti rozdilnych teplotach
(23 °C a 28 °C). Namerené hmotnosti nenasatych i pln€ nasatych nymf byly zaneseny
do tabulky (Tab. V) a grafu (Obr. 19). Primérna vaha nenasatych nymf byla 209 pug + 8 pg,
primérnd vaha pln€ nasatych nymf byla 7861 pg + 225 pg. Béhem sani se jejich primérna

hmotnost zvysila 38x.
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Tab. IV: Primérna hmotnost nenasatych (UF) a pIn€ nasatych (FF) nymf I. holocyclus.

m [pg]
primér median min max SD SEM
UF nymfy 209 210 160 270 37 8
FF nymfy 7861 7780 3470 11950 1857 225
zvétSeni 38x
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Obr. 19: Hmotnost nenasatych (UF) a plné€ nasatych (FF) nymf I. holocyclus. (Chybova

usecka znazoriiuje SEM.)

4.1.3 Dospélci

Doba potiebna k metamorfoze nymf v dospélce (Obr. 20) se liSila v zavislosti na teploté

podobné jako u larev. Vyvoj ve 28 °C trval 23 dni, ve 23 °C se doba prodlouzila na 27 dni.

Po jednom mésici od pfevleCeni byli dospélci zvazeni a nasazeni na umélé membrany

(Obr. 21). K pafeni samcii a samic dochazelo jak ve sklenénych chovnych boxech

pted sanim, tak i na krmitku v prib¢hu sani. Délka sani samic byla 6-11 dni (Obr. 22, 23).
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Obr. 20: Dospélci I. holocyclus. Samec (A), nenasata samice (B).

Obr. 21: Dospélci I. holocyclus sajici na umélé membrang.
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Obr. 22: PIné nasata dospéla samice klistéte 1. holocyclus.
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Obr. 23: Délka sani dospélych samic I. holocyclus na umélych membranach.

Naméfené hmotnosti jsou zaneseny v tabulce (Tab. V) a grafu (Obr. 24). Primérna vaha
samcl byla 2,0 mg + 0,1 mg. Primérnd vaha samic byla pfed nasatim 2,9 mg + 0,1 mg
aponasati 165,0 mg + 14,2 mg. Primérnd hmotnost dospélych samic se po nasati

zvysila 57X.
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Tab. V: Hmotnosti nenasatych (UF) a pIné nasatych (FF) dospélct I. holocyclus.

m [pg]
primér median min max SD SEM
samci 2,0 2,2 0,6 2,9 0,5 0,1
UF samice 2,9 2,9 0,9 4,2 0,7 0,1
FF samice 165,0 170,9 54,3 304,9 69,5 14,2
zvétSeni samic 57X
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Obr. 24: Hmotnost dospélcu I. holocyclus.(UF - nenasaté samice, FF - pIné nasaté samice,

chybova tsecka znazornuje SEM.)

Na umélych membranach se podatilo nakrmit 25 samic, které¢ byly ulozeny do 23 °C.
Ovipozice nastala 11. az 22. den po dosati. Pocet vajicek se v jednotlivych sniSkach
pohyboval od 500 do 1000. Snisky byly uchovavany pti dvou riznych teplotach (23 °C
a 28 °C). Vajicka umisténa ve 23 °C z€ernala a nevylihly se z nich Zadné larvy. Vajicka
drzené v teploté 28 °C pouze lehce ztmavla a po 50 dnech se z nich zacaly lihnout larvy,

jejichz koneény pocet byl v fadu stovek.
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4.2 Srovnani l. holocyclus a I. ricinus

4.2.1 Larvy
Primérna vaha plné nasatych larev I. holocyclus byla ve srovnani s klistétem 1. ricinus
1,3x vyssi (Obr. 25, Tab. VI).
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Obr. 25: Srovnani hmotnosti pln¢ nasatych larev I. holocyclus a I. ricinus. (Chybova

useCka znazoriiuje SEM.)

Tab. VI: Srovnani hmotnosti pln¢ nasatych larev I. holocyclus a 1. ricinus.

m [pg]
pramér median min max
I. holocyclus 562 565 460 660
I. ricinus 449 450 370 530
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4.2.2 Nymfy

Primérna vaha pIn¢ nasatych nymf I. holocyclus byla ve srovnani s klistétem 1. ricinus
2X vyssi (Obr. 26, Tab. VII). U nasatych nymf I. ricinus bylo dobfe patrné rozdéleni do dvou
hmotnostné odlisnych kategorii. Klistata s niz§i hmotnosti odpovidala samctim, klist'ata
s vy$$i hmotnosti odpovidala samicim. U nymf I. holocyclus nebylo mozné rozlisit samce

a samice na zakladé hmotnosti.
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Obr. 26: Srovnani hmotnosti plné nasatych nymf I. holocyclus a I. ricinus. (Chybova

usecka znazoriiuje SEM.)

Tab. VII: Srovnani hmotnosti plné nasatych nymf I. holocyclus a I. ricinus.

m [mg]
pramér median min max
I. holocyclus 7,9 7,8 3,5 12,0
I. ricinus 3,9 5,4 3,9 5,2
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4.2.3 Dospélci
Hmotnost plné¢ nasatych dospélych samic druhu I. holocyclus byla 2x niz§i nez u druhu
. ricinus (Obr. 27, Tab. VIII).
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Obr. 27: Hmotnost plné nasatych samic I. holocyclus a I. ricinus. (Chybova usecka

znazoriiuje SEM.)

Tab. VIII: Srovnani hmotnosti pIné nasatych dospélct 1. holocyclus a I. ricinus.

m [mg]
pramér median min max
I. holocyclus 147,5 147,2 56,5 228,7
. ricinus 291,3 300,1 197,7 455,3
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4.3 Testovani schopnosti klistéte I. holocyclus pienaset borrelie

4.3.1 Rustova kinetika B. afzelii v larvach I. holocyclus

Byl testovan ptenos spirochét B. afzelii (kmen CB43) do larev I. holocyclus v pribéhu
sani na infikovanych mysich. Ptitomnost borrelii Vv klistatech byla proveéfovana ihned
po dosati a poté v tydennich intervalech az do metamorfozy larev do stadia nymf.

Procentualni zastoupeni nakazenych larev v danych ¢asovych bodech zobrazuje graf nize
(Obr. 28). Ihned po dosati se borrelie vyskytovaly pouze ve 3/10 (30 %) testovanych larev
(LFF), po 1 tydnu ve 4/10 (40 %) larev (L1W). S postupem casu se pocet nakaZenych
jedinct snizoval. Po 2 tydnech byly infikovany 3/10 (30 %) larev (L2W) a po 3 tydnech se
nakaza nevyskytovala v zadné z testovanych larev 0/10 (0 %) (L3W). Po 4 tydnech, kdy se
uz larvy prevlékly do nymf, byly spirochéty ptitomny pouze v 1/10 (10 %) nymf (N1).

50 -

40%

Infekce Ba CB43 [%]

LFF L1W L2w L3W N1

Obr. 28: Rustova kinetika B. afzelii CB43 v priabéhu vyvoje larev I. holocyclus. (LFF —
pln¢ nasaté larvy, LIW — larvy po 1 tydnu od dosati, L2W - larvy po 2 tydnech, L3W — larvy
po 3 tydnech, N1 — nymfy po 4 tydnech od doséti.)

4.3.2 Spoleéné sani larev I. holocyclus a I. ricinus — cofeeding
Byl sledovan vliv pfitomnosti klistéte I. ricinus, jez je nejcastéj$im pienase¢em Lymeské
borreliozy v Ceské republice, na mnozstvi nakazenych larev |. holocyclus. Larvy obou druhti

saly zaroven na jedné mysi nakazené spirochétami B. afzelii (kmen CB43).
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Prokazalo se, ze u 19/38 (50 %) testovanych larev I. holocyclus doslo k ptenosu borrelii

Ba CB43 (Obr. 29). Oproti samostatnému sani se tak podil nakazenych jedincti zvysil

0 20 %.
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Obr. 29: Ristova kinetika B. afzelii v klistéti 1. holocyclus a pfi sani spolu s I. ricinus

(cofeeding). (LFF — pln¢ nasaté larvy, L1W — larvy po 1 tydnu od dosati, L2W — larvy

po 2 tydnech, L3W — larvy po 3 tydnech, N1 — nymfy po 4 tydnech od dosati, I. hol. — pln¢

nasaté larvy I. holocyclus, I. ric. — pIné nasaté larvy I. ricinus)
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4.4 ldentifikace a charakterizace paralytickych neurotoxini

Béhem sani larev na mySich BALB/c nebyly pozorovany znamky paralyzy, a to ani
Vv ptipadé¢, kdy sélo 25 larev na jedné mysi. Znamky byly patrné az pti sani nymf, kdy se
po 3 dnech u mysi projevila vyrazna paralyza. K vyvolani paralyzy stacila ptitomnost
5 nymf na jedné mysi. U stadia nymf byla sledovana mira exprese gent pro holocyclotoxiny,
jez byly prokazany pomoci PCR (Obr. 30). Témi byly geny toxini HT1-HT5, HT7, HT8
a HT12. Expresni profily danych genl jsou zaznamenany na grafech nize (Obr. 31). U v§ech
studovanych genti byl patrny nartist exprese v prubéhu 3 dni sani nymf klistéte I. holocyclus
na mysich.

T10 HT11 HT12  HT13 HT14 HT15

Obr. 30: Exprese holocyclotoxini (HT1-HT15) v pIné nasatych nymfach I. holocyclus.

Exprese genii pro holocyclotoxiny HT6, HT9, HT10, HT11, HT13, HT14 a HT15 nebyla
u nymf zjiSténa.

Bylo zjisténo, Ze nékteré geny jsou si vzajemné velmi podobné. Geny HT1 a HT10 jsou
v nukleotidové sekvenci shodné z 92 % (202/219 nukleotidt), geny HT1 a HT11 jsou
shodné z 93 % (203/219 nukleotidt). Geny HT6 a HT7 jsou shodné z 97 % (231/237
nukleotidt), geny HT14 a HT15 jsou shodné z 89 % (198/222 nukleotidit).

Gen HT9 je zcela shodny s genem HT3 (159/159 nukleotidu).
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Obr. 31: Mira exprese holocyclotoxint HT1-HT5, HT7, HT8 a HT12 v prubéhu sani
nymf 1. holocyclus. (UF - nenasaté nymfy, N1D-N3D — nymfy po 1-3 dnech sani, chybova

usecka znazoriuje SEM.)
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5 Diskuse

5.1 Zavedeni chovu |. holocyclus

I. holocyclus je v Australii nejpocetnéj$im druhem klistéte. Znamé je také pod nazvem
paralytické klisté, nebot’ jeho sliny obsahuji toxiny zpusobujici paralyzu a piipadné i smrt
hostitele. Stava se tak pri¢inou mnoha umrti psi, ko¢ek ¢i chovného dobytka, ale muize
ohrozit také Cloveéka. Jeho aredl rozsifeni se prekryva s nejhustéji zalidnénymi oblastmi
astava se tak medicinsky a hospodaisky nejvyznamnéjSim druhem klistéte v Australii.
| presto ze je I. holocyclus tak vyznamnym skidcem, zGstava i v dnesni dobé pomérné malo
prozkoumanym druhem klistéte. Jednim z divodd, pro¢ je tomu tak, je pravé jeho toxicita
a s tim spojené obtiZe s jeho odchovem na béznych laboratornich zvitatech.

Pro studium klist'at I. holocyclus bylo nezbytné zavést jeho laboratorni chov. S vyuzitim
dfive vyvinutého sani klistat na umélych membranach (Perner et al. 2016) se uspésné
podatilo dosat nymfy a dospélce 1. holocyclus a diky tomu také dokonéit cely zivotni cyklus
tohoto kliStéte bez nutnosti vyuziti Zivych zvifat.

V nasi laboratofi jsme dokazali nastavit vhodné podminky pro chov klistéte 1. holocyclus.
Diky tomu se podatilo dokoncit cely zivotni cyklus v priabéhu 8—10 mésict. Teplota spolu
S dostatecnou vlhkosti byly klicovymi faktory, které mély vliv na vyvoj klistat. U vajicek
zvyseni teploty z23 °C na 28 °C indukovalo lihnuti larev. Doba nutna k metamorféze
Unasatych larev 1 nymf byla v teplejSich podminkédch zkracena oproti délce vyvoje
za nizsich teplot. Stejné tendence byly pozorovany i v jinych studiich zabyvajicich se
zivotnim cyklem 1. holocyclus. Ross pozoroval, ze v teplejSich podminkach (24-27 °C)
lihnuti larev z vajicek nastalo po 49 dnech, piipokojové teploté (1020 °C) se prvni larvy
objevily po 61 dnech. V teplejsich podminkach se prvni nymfy z plné nasatych larev vylihly
za 19 dni, pii pokojové teploté¢ byla doba metamorfézy prodlouzena az na 41 dni. Prvni
dospélci se z plné nasatych nymf vylihly v teplejSich podminkéch za 21 dni, pfinizSich
teplotach nastalo lihnuti dospé€lci az po 53—65 dnech. Ovipozice v teplejsich podminkach
nastala za 11 dni, pfi pokojové teploté az za 20 dni. VSechna nenaséta stadia pfezivala déle,
pokud byla uchovavana v nizsich teplotach (Ross 1924).

Délka sani a metamorfoézy jednotlivych vyvojovych stadii byla za danych podminek
srovnatelna s dosud publikovanymi informacemi o druhu I. holocyclus (Ross 1924), (Ross
1926), (Barker & Walker 2014), (Grattan-Smith et al. 1997). Larvy saly 3-5 dni, nymfy
4—7 dni, dospélé samice 611 dni. Pfeména do dalSiho stadia trvala v zavislosti na teploté

u larev 21-28 dni a u nymf 23-27 dni. Ovipozice u dospélych samic nastala 11. az 22. den
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po dosati. Ross uvadi, ze béhem jeho studie larvy sily 46 dni, nymfy 4-7 dni, dospélé
samice 6-21 dni. Kladeni vajicek nastalo 11. az 20. den v zavislosti na okolni teplot¢.

Ve srovnani s diive publikovanymi informacemi se nase data liSila ve velikosti snisek.
Pocet nakladenych vajicek byl v Rossové studii 1800-2500 (Ross 1924). Nam se podatilo
ziskat sntisky o velikosti 500—1000 vaji¢ek. V ptirozenych podminkéach je obvykly pocet
2000-3000 vajicek (Masina & Broady 1999).
se, Zze pro udrZeni stalé populace I. holocyclus je nezbytna pritomnost hlavnich piirozenych
hostiteli, bandikuta hnédého (Isoodon macrourus) a bandikuta nosatého (Perameles nasuta)
(Barker & Walker 2014). Ross ke krmeni klistat vyuzival kromé jinych pravé druhého
zminéného bandikuta (Ross 1924). V naSich podminkach ovSem nebylo mozné zajistit sani
na téchto vacnatcich. Larvy byly krmeny na laboratornich mySich, nymfy a dospélci
na umélych membranach hovezi krvi.

Pfi pokusech, které provadél Stone vroce 1983, byly umistovany dospélé samice
I. holocyclus na silikonovou membranu. Byl sledovan nartist hmotnosti jedinci krmenych
na umélych membranach ve srovnani s hmotnosti jedincii krmenych na krysach. Klistata
krmena na umélych membranach dosahovala mensich hmotnosti, nez tomu bylo u jedinct
krmenych na zvifatech (< 50 % predpokladané hmotnosti) (Stone et al. 1983).

Barker a Walker uvadi, ze v ptirozenych podminkéch miize hmotnost pln¢ nasatych samic
vzrist oproti nenasatému stavu az 100x (Barker & Walker 2014). Pozorovany narust
hmotnosti dospélych samic krmenych na umélych membranach v na$i laboratofi byl 57x,
tedy zhruba polovi¢ni, coz by korespondovalo s vysledky Stona (Stone et al. 1983).

Prestoze byla klistata drzena ve stalych podminkéch, byl u nich patrny vliv sezénnich
zmén na celkovou aktivitu a abundanci, jez odpovidaly australskému vzoru. V naSich letnich
meésicich (Cervenec, srpen), kdy je v Australii zima, byl vyvoj larev a nymf zpomalen.
U vajicek, nakladenych v Cervenci, nedoSlo k lihnuti larev. Naopak z vaji¢ek nakladenych
V lednu se larvy vylihly. Nymfy a dospélci krmeni v listopadu a prosinci prospivali 1épe,

jejich hmotnost byla vyssi a vyvoj byl rychlejsi.

5.2 Srovnani s |. holocyclus a I. ricicnus
Pfi srovnani I. holocyclus s klistétem I. ricinus, nejéastéji se vyskytujicim druhem klistéte
v Ceské republice, byla délka sani jednotlivych stadii obou druhii srovnatelna. Odlisnosti

byly patrné v hmotnosti pIlné nasatych jedincti. Primérna hmotnost pIné nasatych larev
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i nymf I. holocyclus byla vyssi ve srovnani s klistétem 1. ricinus. Podle hmotnosti pIné
nasatych nymf I. holocyclus nebylo mozné urcit pohlavi jedincl, jako je to mozné
u l. ricinus (Dusbabek 1996). Naopak primérna vaha plné nasatych dospélct 1. holocyclus

byla 2x nizsi.

5.3 Prenos borrelii

Doposud bylo v Australii identifikovano 6 druhii borrelii. Pouze jediny druh byl nalezen
v klist&ti 1. holocyclus, a to jen v jediném jedinci (Loh et al. 2016; Loh et al. 2017). Zadny
z téchto 6 druhti vSak nespada do komplexu B. burgdorferi s.1. a nebylo u nich zaznamenano,
7ze by mély schopnost vyvolat Lymeskou borreliozu. Pfitomnost bakterii komplexu
B. burgdorferi s.l. na tomto kontinentu tak stale ztistava nezodpovézenou otazkou (Gofton
et al. 2015).

Pfestoze jsou ro¢né na celé severni polokouli hlaSeny statisice piipadl pacienti
s Lymeskou borrelidzou, podle australského ministerstva zdravotnictvi je Australie zcela
bez vyskytu tohoto onemocnéni (Smith & Psych 2012). Za poslednich 25 let bylo v Australii
hlaSeno vice nez 500 pfipadl pacientli se symptomy pfipominajicimi Lymeskou borreliozu,
zadny vSak nebyl védecky potvrzen (Chalada et al. 2016).

Lécba téchto pacientii pomoci antibiotik je stejnd jako u skutecnych piipadi Lymeské
borelidzy. To s sebou ovSem mtize prinaSet fadu nezadoucich zdravotnich u¢inkl a vytvaret
resistenci k antibiotikiim (Collignon et al. 2016).

Do Austrélie bylo introdukovano mnozstvi druhti hostitelti, kteti v ptivodnich oblastech
rozSifeni mohou slouzit jako rezervodry onemocnéni. Vyraznym disperznim cinitelem se
mohli stat i migrujici ptaci (D. Sonenshine & Roe 2014). Nicméné v australské piirodé
nebyly doposud spirochéty B. burgdorferi s.l. nalezeny (Collignon et al. 2016). Je mozné,
ze se zde vyskytuje endemicky kmen (Barker & Walker 2014), (Gofton et al. 2015) nebo
jiné patogeny vyvolavajici podobné ptiznaky (Panetta et al. 2017). Bakterie spirochétovitého
tvaru bez pfesné€jSiho urceni byly pozorované v krevnim roztéru bandikutii, dobytka, klokant
a hlodavetu a vklistéti 1. holocyclus a Haemaphysalis spp. sbiranych na domacich
a hospodaiskych zvitatech (Loh et al. 2016).

V Australii neni puvodni zadny z dosud znamych kompetentnich vektort (Piesman &
Stone 1991). Klisté I. holocyclus je hojné rozsifenym druhem, Casto napada cloveka
adomaci zvifata, a pokud se zde vyskytuje Lymeskd borrelidza, byl by

nejpravdépodobnéjsim pienasecem tohoto onemocnéni (Piesman & Stone 1991). Sani klist’at
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I. holocyclus se vsak doposud nepodafilo dat do piimé souvislosti s vyskytem piiznaki
u domnélych pacientit (Mayne et al. 2014).

Jednim z hlavnich ptiznakd Lymeské borreliozy je erythrema migrans. Podobné
vypadajici léze je vSak v misté prisati klistéte I. holocyclus docela bézna a obecné se mutize
objevit diky Sirokému spektru riznych bakterii zahrnujicich Rickettsia spp., Bartonella spp.,
Coxiella burnetii, Spiroplasma spp. a Borrelia spp (Barker & Walker 2014).

Schopnost prenosu bakterii rodu Borrelia klistétem |. holocyclus zistava malo
prozkoumanym tématem a stale neexistuje jasna odpovéd (Gofton et al. 2015).
Experimentalné bylo zjisténo, ze klist¢ I. holocyclus mize nasat severoamericky kmen
B. burgdorferi s.s. (kmen JD1), ale nedokaze jej zpétné pienést na dalsiho hostitele, protoze
spirochéty neptezivaji metamorfozu larev do nymf (Piesman & Stone 1991). Toto zjisténi
ovSem nevyluéuje schopnost I. holocyclus prenaset jiné kmeny B. burgdorferi s.l. (Chalada
et al. 2016).

V nasi laboratofi jsme testovali schopnost pienosu spirochét B. afzelii (kmen CB43)
do larev I. holocyclus v pribéhu sani na nakazenych mySich. Schopnost pienosu spirochét
B. afzelii z nakazenych mysi do larev se ukazala jako pomérné nizka. Pouze 30-40 % plné
nasatych larev bylo PCR pozitivnich na borrelie a toto procento dale prudce klesalo v ¢ase
v porovnani s druhem I. ricinus, u néhoz dochazi k pienosu u 80-100 % larev a mnozstvi
spirochét v klistatech se v pribéhu pirevliékani do nymf jesté zvySuje (PospiSilova 2016).
Pienos spirochét B. afzelii (kmen CB43) klistétem I. holocyclus tedy nebyl potvrzen.

Zajimavy byl narust podilu nakazenych larev I. holocyclus az na 50 % v piipadé
spole¢ného sani larev I. holocyclus s larvami I. ricinus. Tyto zmény mohly byt zpusobeny
latkami ve slinach klistat I. ricinus, které chemotakticky ovliviiuji migraci spirochét
do mista ptisati (Shih et al. 2002). Zaroven vSak doslo ke sniZeni podilu nakazenych jedinct
I. ricinus na 70 %. Nezodpovézenou otazkou zistava, zdali byl tento pokles zptisoben
piitomnosti I. holocyclus.

Podobny efekt byl pozorovan i pti spoleéném sani Ixodes scapularis a Amblyomma
americanum (Soares et al. 2006). Kdyz saly larvy druhu A. americanum na infikovanych
mysich samostatné, témét v nich nebyly spirochéty kmene B. burgdorferi nalezeny. Avsak
Vv piipadé spole¢ného sani s druhem |. scapularis ptijem borrelii larvami A. americanum
prokazatelné vzrostl, po 14 dnech vsak z klist'at zcela vymizely (Soares et al. 2006).

Je zndmo, Ze nékteré druhy kliStat mohou sat na hostitelich infikovanych kmenem
B. burgdorferi s.1., ale diky své vrozené imunité spirochéty nepfenasi. Je tomu tak napiiklad

u druhd Amblyomma americanum, Dermacentor variabilis, Dermacentor andersoni,
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Dermacentor occidentalis, 1xodes cookei, Ixodes tranguliceps (Tsao 2009). Podobné procesy
by se mohly vyskytovat i u I. holocyclus.

Bylo by vhodné otestovat i pfenos dal$ich kment borrelii, jako jsou B. burgdorferi sensu
stricto, B. garinii ¢i B. valaisiana (Bettridge et al. 2013). V Australii se vSak mohou
vyskytovat zcela jiné endemické kmeny, které nebyly doposud identifikovany (Barker &
Walker 2014).

5.4 Toxiny

Klisté 1. holocyclus produkuje béhem sani na hostiteli ve slinnych zlazach neurotoxiny.
Funk¢ni vyznam toxind neni dosud jasny. Predpoklada se, ze klistéci toxiny jsou poziistatky
vlastnosti, které méla klistata jesté v dobé, kdy nebyla paraziticka (Masina & Broady 1999).
Genova sekvence HT1, prvniho popsaného toxinu, je homologni s neurotoxickymi geny
Skorpionli a obecné maji sekvence aminokyselin v toxinech podobné mnozstvi a uspotadani
cysteinovych zbytkt, coZz poukazuje na silnou strukturalni homologii (Masina & Broady
1999). Paralyza je nyni pravdépodobné nezamérnym vedlej$im efektem sani klistat.
I. holocyclus nema Zadnou ocividnou vyhodu z imrti svého hostitele béhem sani (Barker &
Walker 2014). Na vymizeni tohoto poztstatku neni vyvijen evolu¢ni tlak, nebot’ pfirozeni
hostitelé si k toxinim vytvofili odolnost. V soucasnosti se mohou tyto latky béhem sani
klistéte na hostiteli podilet na imunomodulaci a ndsledné ovliviiovat pfenos patogenti. Jejich
konkrétni ucinky v téchto souvislostech vSak nejsou doposud pfili§ prozkoumany.

V plné nasatych dospélych samicich klistéte I. holocyclus bylo identifikovano 19 toxint,
u nichz byly zjistény nukleotidové sekvence (Rodriguez-Valle, Moolhuijzen, et al. 2017).

V pribéhu sani nymf na mysich jsme prokézali aktivitu 8 gent pro holocyclotoxiny
(HT1-HT5, HT7, HT8 a HT12). Z jejich expresnich profili bylo patrné, ze produkce vSech
téchto genti v pribéhu sani stoupala, coz odpovidalo nastupujici paralyze mysSi. Exprese
dalsich gent pro holocyclotoxiny (HT6, HT9, HT10, HT11, HT13, HT14, HT15) nebyla
U nymf prokazéna. To mohlo byt zplisobeno tim, Ze piivodni identifikace vSech toxind byla
provadéna u dospélych samic (Rodriguez-Valle, PauMoolhuijzenbla, et al. 2017) a u stadia
nymf nejsou tyto geny piepisovany v detekovatelném mnozstvi. Proto by bylo vhodné
vypracovat jesté expresni profily toxinil v pribéhu sani dospélcli za vyuZiti stejnych primera.
Muze se také jednat o varianty stejnych gend, nebot’ v nukleotidovych sekvencich jsou Si
nékteré geny vzdjemné velmi podobné. Tomu je tak u genli pro toxiny HT1 a HT10, HT1
aHT11, HT6 aHT7 au gent HT14 a HT15. Gen pro toxin HT9 je zcela shodny s genem
HT3.
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6 Zavér
V nasi laboratofi byl diky metod¢ sani na umélych membranach zaveden laboratorni chov

klistéte 1. holocyclus.

Pienos spirochét B. afzelii (kmen CB43) klistétem I. holocyclus nebyl potvrzen.
Procentudlni promofenost larev byla nizkda (30—40%) a v prubé¢hu metamorfozy do nymf
jesté klesala. Spole¢né sani s klistétem I. ricinus, jenz je béznym pienaseCem borrelii,

zvysilo podil nakazenych larev o 20 %.

V sajicich nymfach I. holocyclus byla potvrzena produkce 8 holocyclotoxint, jejichz

exprese Vv prib&hu sani stoupala, coz odpovidalo nastupujici paralyze mysi.
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