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KloSoviti (Diptera, Hippoboscidae) jsou krev sajici skupinou hmyzu, kterd parazituje predevsim na kopytni-
cich, v ojedinélych pripadech se ale mohou pokusit sat i na lidech. Vyznam klosu jako prenasecl rliznych
onemocnéni byl v minulosti opomijen, ale v poslednich letech bylo prokazano, Ze mohou prenaset mnoho
dllezZitych patogent (napf. bakterie rodu Bartonell, Rickettsia nebo Borrelia). Cilem této prace je pfipravit
literarni prehled klosi prenasenych nakaz a provést jejich experimentalni detekci v klosi jelenim (Lipoptena
cervi) a klosi ov¢im (Melophagus ovinus).

Metodika

Relevantni védecké publikace budou vyhledavany v databazich PubMed, Web of Sciecne, Scopus nebo Go-

n.-n

ogle Scholar za vyuziti klicovych slov jako "keds”, “Hippoboscidae”, “pathogens” atd.

Experimentalni ¢ast pocita se sbérem klosh v terénu v priibehu jara a ¢asného podzimu 2022, jejich nasled-
né morfologické identifikaci pomoci entomologickych kli¢i a nasledna detekce vybranych skupin patogent
pomoci PCR ve vzorcich DNA vyizolované ze sebranych klosa.
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Abstrakt

Klosoviti (Diptera, Hippoboscidae) a jimi pfenasené patogeny

Klosoviti jsou hemofagnimi parazity savcti (Mammalia) a ptaka (Aves). Diky
jejich fyziologickym a behavioralnim vlastnostem jsou uzpusobeni k pfenosu patogenti
v ramci druhti i mezidruhove. Mezi takto prenasené patogeny patii napt. bakterie z roda
Bartonella, Borrelia, Anaplasma nebo Rickettsia. Je mozné, Ze jsou schopni pienosu
dalSich patogenti. Potencialné mohou byt vektory napiiklad pro bakterii Candidatus
Neoehrlichia mikurensis nebo bakterie z rodu Ehrlichia.

Cilem této prace bylo vytvoreni prehledu klosi prenasenych patogenti a nasledna
experimentalni detekce bakterii z rodu Bartonella, Rickettsia helvetica, Anaplasma
phagocytophilum a Candidatus Neoehrlichia mikurensis v klosi ov¢im (Melophagus
ovinus) a klosi jelenim (Lipoptena cervi).

Vzorky kloSe ovéiho pochazeji ze cCtyf ovei ve vesnici Hodkovice-Zlatniky
v Ceské republice (CR), klosi jeleni byli sbirani ve smiSenych lesich v blizkosti obce
Duba v CR. Pomoci PCR testovani byla provedena detekce patogentl, obsazenych ve
vzorcich. Vysledky byly nésledné zobrazeny za pomoci gelové elektroforézy.

Blize neur¢ené bakterie rodu Bartonella byly detekovany u kloSe ov¢iho v
64,29 % priipadt. Rickettsia helvetica, Anaplasma phagocytophilum ani Candidatus
Neoehrlichia mikurensis detekovany nebyly. U klose jeleniho nebyl detekovan zadny ze

sledovanych patogeni.

Klic¢ova slova: Klosi, Lipoptena cervi, Melophagus ovinus, Anaplasma,

Bartonella, Rickettsia, Neoehrlichia, PCR, zoonozy, choroby pienasené vektory



Author’s abstract

Keds (Diptera, Hippoboscidae) and keds-borne pathogens

Keds are hemophagous parasites of mammals (Mammalia) and birds (Aves). Due
to their physiological and behavioral characteristics, they are adapted to the transmission
of pathogens within and between species. Such pathogens include for example Bartonella
spp, Borrelia spp., Anaplasma spp. or Rickettsia spp. It is possible that they could be
transmitting other pathogens as well. They could be potentional vectors for pathogens
such as Candidatus Neoehrlichia mikurensis or Ehrlichia spp.

The aim of this work was a review on keds-borne pothogens and the subsequent
experimental detection of Bartonella spp., Rickettsia helvetica, Anaplasma
phagocytophilum and Candidatus Neoehrlichia mikurensis in sheep keds (Melophagus
ovinus) and deer keds (Lipoptena cervi).

Sheep keds were collected from four sheep from the village Hodkovice-Zlatniky
in the Czech Republic, deer keds were collected in mixed forests near Duba in the Czech
Republic.

Pathogens contained in the samples were detected using PCR. The results were
displayed by gel electrophoresis.

Bartonella spp. had been detected in sheep keds in 64,29 % cases. The presence
Rickettsia helvetica, Anaplasma phagocatophilum and Candidatus Neoehrlichia
mikurensis have not been detected. None of the targeted pathogens has been detected in
the deer ked.

Key words: Keds, Lipoptena cervi, Melophagus ovinus, Anaplasma,

Bartonella, Rickettsia, Neoehrlichia, PCR, zoonotic diseases, vector-borne diseases
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1. Uvod

1.1 KloSoviti (Hippoboscidae)

Klosoviti (Hippoboscidae) jsou Celedi, patiici do Fadu dvoukfidlych (Diptera).
D¢li se na tii podceledi — Lipoptenae, Ornithomyinae a Hippoboscinae. Zastupci této
¢eledi jsou hemofagni Zivocichové, zivici se krvi savcl (Mammalia) a ptdka (Aves).
Jednotlivi zéstupci jsou pfizpisobeni riznym druhim hostiteld. Napiiklad klosi,
parazitujici na ptacich, maji tenké a dlouhé koncetiny, uzptisobené pohybu v pefi. Proti
tomu druhy, Zivici se krvi savcl, mivaji koncetiny kratsi, robustngjsi a n¢ktefi na nich
mivaji jesté vyrlstky, které jim pomdhaji se v srsti hostitele udrzet. Nckteré druhy
klosovitych si zachovavaji kiidla po cely zivot (napf. Hippobosca equina, Linn. 1758),
nékteré je v pribéhu Zivota ztraci (napt. Lipoptena cervi, Linn. 1758) a nékteré je nemaji
viibec (napt. Melophagus ovinus, Linn. 1758) (Small 2005). Jejich biologické i
behaviordlni vlastnosti, jako je zavislost na hostiteli, sdni krve a obligatné paraziticky
zpisob zivota, je predurcuji pro pfenos a rozmnozovani mnoha patogend. Jejich vyznam
z pohledu lidské mediciny také neni zanedbatelny, protoze v ne€kterych ptipadech jsou
schopni kousnuti, pfipadné sani krve i na lidském hostiteli (Bezerra-Santos & Otranto
2020). Jejich zoonoticky potencial je tedy jednim z divodd, pro¢ by méla byt tato
problematika hloubéji prozkoumana.

U mnoha druhi kloSovitych jiz byla dokazana pfitomnost riznych vektory
prenasenych patogent. Naptiklad Lipoptena capreoli pfenasi prvoka Trypanosoma
theodori u koz, Melophagus ovinus ptenasi T. melophagium u ovci a H. equina ptrenasi
T. theileri a Corynebacterium pseudotuberculosis u dobytka (Small 2005). Mezi dalsi
patogeny, pifendsené zastupci celedi Hippoboscidae patii naptiklad bakterie z rodi
Bartonella (Halos et al. 2004), Borrelia, Anaplasma, Rickettsia (Dibo et al. 2023) nebo
Babesia (Gatecki et al. 2021). Kromé toho existuje jesté velké mnozstvi patogenti, které

by klosoviti mohli pienaset, ale o kterych zatim neni dostatek materiali. Mezi n¢ spada



napt. Candidatus Neoehrlichia mikurensis, protozoalni parazité z rodu Babesia nebo

bakterie z rodu Ehrlichia.

1.1.1 Klos jeleni (Lipoptena cervi)

Tento zastupce Celedi Hippoboscidae se vyskytuje zejména v oblastech Severni
Ameriky, Evropy, Afriky a Asie (Madslien et al. 2012). Jeho zivotni cyklus je zavisly na
hostiteli z ¢eledi jelenovitych (Cervidae) - napi. jelen evropsky (Cervus elaphus)
(Szewczyk et al. 2017), srnec obecny (Capreolus capreolus), dan¢k evropsky (Dama
dama) nebo los evropsky (Alces alces) (Regier et al. 2018). Samice od podzimu do jara
klade do srsti hostitele larvy ve 3. vyvojovém stadiu. Zarodky po zakukleni ze srsti
odpadnou na zem, kde zGstavaji az do chvile, kdy jim narostou kiidla a stanou se z nich
dospéli jedinci. To nastava v nasich podminkach od 1éta do zac¢atku podzimu. V této fazi
se ukryvaji ve vegetaci a ¢ekaji na ptichod hostitele (Harkonen & Kaitala 2013). Sice je
klos§ jeleni primarn¢ parazitem jelenovitych (Regier et al. 2018), nicméné kdyz se priblizi
zivocich, ktery s touto ¢eledi sdili podobné znaky, muze se stat, Ze tito kloSi napadnou i
jiny Zivo€isny druh. Po pfesunu na hostitele shodi klo$ kiidla a dalsi fazi zivota travi
v srsti dan¢ho zvitete, kde se zivi jeho krvi. Prikladem dalSich hostiteli jsou turoviti
(Bovidae), Selmy — psy, lisky (Vulpes vulpes) a jezevci (Meles meles), a prasatoviti
(Suidae) — prase divoké (Sus scrofa) (Kowal et al. 2016). Kromé toho muze nastat i

situace, kdy se klo$ jeleni zamé&fi na ¢lovéka.
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Obrazek 2 — zivotni cyklus klose jeleniho (Korhonen et al. 2015)

Ptimy vliv kloSe jeleniho na zdravi neni jednozna¢ny. Napi. V pripade losi
napadeni jedinci nevykazuji znamky snizeného zdravi (Paakkonen et al. 2012), nicméné
se u nich projevuje zvysené vypadavani srsti (Madslien et al. 2012). Jeho funkce vektoru
patogentl ovSem je jiz znama. V klosi jelenim jiz byly detekovany napft. spirochety
Borrelia burgdoferi a bakterie z rodt Bartonella, Anaplasma nebo Rickettsia. (Dibo et
al. 2023). Mnohé studie dokazuji, ze klo$ jeleni mize byt nositelem zoon6z, nemoci

ptenosnych ze zvitat na lidi (de Bruin et al. 2015).

1.1.2 Klos ov¢i (Melophagus ovinus)

Tento bezkiidly zastupce celedi Hippoboscidae se nachazi predev§im na ovci
domaci a to po celém svété. Mimo to je také mozné ho nalézt napiiklad u koz (Capra
aegargus), kralikt (Oryctolagus cuniculus), pst (Canis lupus f. familiaris), tibetskych
antilop (Pantholops hodgsonii), zubri (Bison bonasus) nebo lisek (Vulpes vulpes). Kromé
toho se prilezitostné nachazi i na lidech (Zhang et al. 2021). Dtive byl povazovan za jeden
Z podstatnych vektorti patogenti u ovci, v posledni dobé uz je tak ovSem vniman ¢im dal

mén¢, protoze na n¢j plsobi bézné odCervovaci prostiedky, a tudiz pfestava byt tak



zavaznym problémem. Cely zivotni cyklus M. ovinus probiha v srsti hostitele, kde
samicka naklade vzdy jednu larvu, kterd se poté velmi rychle zakukli a b&hem
nasledujicich 19-30 dni se vyvine v dospélého jedince. Rychlost vyvoje je ovlivnéna
teplotou, v idealnim piipadé by se mé¢la pohybovat mezi 20° a 30° C (Small 2005).

Klo$ u ovci zptisobuje problémy, jako je podrazdéni ktize a ztrata krve. Podrazdéni
ktze vede k drbani a odirani srsti, ztrata krve zptisobuje anémii, snizeni rstu a pokles
produkce. V minulosti byl klo§ ovéi zkouman kvuli jeho vlivu na welfare ovei, nicméné
Vv poslednich letech prestava byt jeho vliv tak vyznamny. Podstatnym divodem je to, ze
byly vyvinuty antiparazitarni piipravky v podobé repelentii i od¢ervovacich piipravki
(Ivermectin), které proti klosi ov¢imu zabiraji (Small 2005).

Mezi patogeny, prenasené kloSem ov¢im, patii napf. Candidatus Bartonella

melophagi, bakter z rodu Anaplasma nebo protozoani parazit Theileria ovis.



1.2 KloSi prenasené patogeny

Klosoviti jsou znami jako pienaSe¢i onemocnéni v ramci jednotlivych druhu
zvifat 1 mezidruhov¢. Jejich vliv na pienos bakterii zrodd Anaplasma, Bartonella,
Borrelia a Rickettsia byl jiz dokazan (Dibo et al. 2023; Bezerra-Santos & Otranto 2020).
Existuje ovSem fada dalSich patogent, nachazejicich se v téle hostitelll, o kterych zatim
vyzkum neprobéhl. Mnoho z téchto patogent je pfenasenych klistaty (Ixodida) a jinymi
¢lenovci (Arthropoda), kteti s klosi sdili stejné hostitele. Da se tedy predpokladat jejich
vyskyt 1 u kloSovitych, pfipadné také moznost ptfenosu pomoci klosovitych. Mezi tyto
zatim nepotvrzené patogeny patii napt. Candidatus Neoehrlichia mikurensis nebo

bakterie rodu Ehrlichia.

1.2.1 Bakterie rodu Bartonella

Tyto krvi pfenosné, intracelularni, gram-negativni bakterie, patfici do celedi
Brucellaceae, se ve velké mife vyskytuji vkrvi divoce zijicich i domestikovanych
obratlovct. Nejcastéjsi vyskyt je zaznamenan u hlodavci (Rodentia), ptfezvykavcl
(Ruminantia) a Selem (Carnivora). U zvifat se vyskytuji nejCastéji asymptomaticky
v krvi, odkud mohou byt pomoci vektoru (klist'ata, kloSoviti) pfenaseny mimo jiné i na
¢lovéka. Ve vybranych populacich hlodavct, kocek, jelent a krav je prevalence bakterii
rodu Bartonella az 95 % (Breitschwerdt & Kordick 2000). Zatim bylo izolovano skoro
20 druhd bartonell., pro ¢lovéka jsou nejvyznamnéjsi Bartonella henselae, B. quintana a
B. baciliformis (Mada et al. 2023).

Nemoci, zpusobené bakteriemi z rodu Bartonella se obecné nazyvaji bartonel6zy.
Pod né spadaji napi. zakopova horec¢ka (B quintana), nemoc z koc¢i¢iho Skrabnuti (B.
henselae) (Mada et al. 2023), Carrionova choroba a jeji chronicka podoba verruga
perruviana, zptusobena B. baciliformis (Minnick et al. 2014). Bakterie rodu Bartonella
Vv lidském téle napadaji hematopoetické kmenové bunky typu CD34+ (Méndle et al.
2005).

Zakopova horecka, zptsobena B. quintana, se objevuje od zacatku 20. stoleti po
celém svété. PrenaSena je za pomoci hematofagnich vektord, hlavni roli zfeymé pfi
ptenosu hraje ves, Pediculus humanus v. corporis. Nejvétsi epidemie prob&hly béhem 1.
a 2. svétové valky, nyni se tato nemoc vyskytuje predevSim u lidi bez domova, se

Spatnymi hygienickymi navyky a sklonem k alkoholismu. Byly zaznamenany Cctyfi
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odli$né druhy projevii nemoci — jednodenni hore¢na epizoda, vicedenni hore¢né obobi,
trvajici vétSinou pfiblizné 5 dni, opakujici se horecné periody, stfidajici se ptiblizné
Vv pétidennich intervalech s bezptiznakovym obdobim a dlouhotrvajisi hore¢naté obdobi,
trvajici Casto nékolik méesict. DalSimi pfiznaky jsou naptiklad zanét spojivek, myalgie,
bolesti hlavy a dalsi (Ohl & Spach 2000).

Carrionova choroba se vyskytuje pouze v jizni Americe, v oblasti Ekvadoru,
Kolumbie a Peru. Projevuje se dvéma syndromy, které se mohou vyskytovat bud’
samostatné, nebo postupné. Jednim z nich je horecka Oroya pfii které napadeni erytrocyt
zpusobuje hemolytickou anémii, s dal§imi projevy jako je horecka, Zloutenka a myalgie.
V mnoha ptipadech se ptidruzuji jesté sekundarni infekce, které jsou az v 88 % ptipadi
fatalni, pokud je nemoc nelécend. Druhym syndromem je verruga perruviana, ¢esky také
nazyvand peruvidnska bradavice. Ta se projevuje jako krvi naplnéné nédory v kizi. Tato
varianta Carrionovy choroby byva malokdy fatalni, nicnén¢ mize zpusobit krvaceni a
nasledné jizvy v misté nadoru. Takto postizeni jedinci mohou v ptipadé¢ pokousani
hmyzem fungovat jako ptfenaSeCi nakazy. Vektorem tohoto onemocnéni je koutule z
podceledi z podéeledi Phlebotominae (Minnick et al. 2014).

Na rozdil od Carrionovy choroby nemé nemoc kociciho Skrabnuti geograficky
omezené misto vyskytu. PienasSeci tohoto celosvétoveé rozsifeného onemocnéni jsou
kocky a koci¢i blechy (Ctenocephalides felis), kromé nich také klist'ata, vsi, komaii a
zastupci Celedi Tombiculidae. Kocky byvaji bezpiiznakovymi pienaseci, Bartonella u
nich ovSem muze obcas i zpusobovat zanéty. Mezi projevy u lidi patii infekce v misté
rany a zdufeni okolnich lymfatickych uzlin. Mohou se vyskytnout také horecky,
malatnost a napadeni vnitfnich organti, ovSem tyto projevy nejsou casté. Kromé
lymfatického systému byva Casto napadano oko, ptipadné také nervovy systém (Mada et
al. 2023).



1.2.2 Bakterie rodu Borrelia

Existuji dvé nemoci, zpusobené bakteriemi rodu Borrelia. Jednou z nich je
Lymska borelidéza, zpisobena bakteriemi ze skupiny Borrelia burgdoferi sensu lato. a
druhou je navratna horecka (Cutler et al. 2017), zpisobena napi. B. recurrensis, B.
myanmotoi, B. hermsii, B. turicatae a B. parkeri (Snowden et al. 2023). Zaroven mezi
spirochety rodu Borrelia patii jesté dva intermediarni druhy — Borrelia turcica a
Candidatus Borrelia tachyglossi. Tyto dva druhy maji za hostitele primarné plazy
(Reptilia) a jezury (Tachyglossidae) (Margos et al. 2018). Reakce lidského organismu na
bakterie rodu Borrelia je pravdépodobné nasledkem imunopatologickych mechanismi
zalozenych na imunologické kiizové reakci mezi borreliemi a lidskymi antigeny
(Herrmann 1995).

Lymska borelidza je nemoci, rozsifenou po celém svéte. Je zpuisobena bakteriemi
z komplexu Borrelia burgdoferi sensu lato, kam spada 18 druht borrelii, z nichz nékteré
jsou spojovany pouze s Eurasii (napt. B. afzelii, B. bavariensis, B, japonica, B. sinica),
nékteré pouze s Amerikou (B. americana, B. andersonii aj.) a pouze nékolik druhd,
spoleénych pro oba kontinenty — B. burgdoferi sensu stricto, B. bissettii a B. carolinensis
(Rudenko et al. 2011). Hlavnimi rezervoary jsou jeleni (Cervidae), hlodavci (Rodentia) a
klistata (Ixodida). U ¢loveéka, jakozto nepuvodniho hostitele, zptisobuji tyto bakterie
multisystemickou infekci. Samotnou nakazu pak 1ze rozdélit na tii faze. V prvni fazi se
v misté bodnuti objevuje erythema migrans, kde se bakterie §ifi pod kizi a odpovidaji za
lymfocytarni infiltraci. V druhé fazi prestava byt Borrelia spp. detekovatelna v krvi a
VvV malém mnoZstvi se nachdzi v myokardiu, sitnici, kloubnim mazu, slezin¢, jatrech,
mozkovych plenach a v mozku. Tato faze se projevuje horeckami, slabosti a bolestmi
svald a kloubt. Posledni faze jiz je trvala, jeji projevy jsou artritida, neuroborelioza a
Herxheimerova nemoc (acrodermatits chronica atrophicans). Napada pii tom centralni i
periferni nervovou soustavu (Herrmann 1995).

Névratnd horecka je nemoc nejcastéji se vyskytujici v chudych, ptelidnénych
oblastech u lidi se Spatnou osobni hygienou. Pfenasi se diky hematofagnim vektorim —
napt. klistatim a vSim. Je povaZzovana za lidské onemocnéni, ovSem vzhledem
k pfitomnosti patogenu u klistat se neda vyloucit vyznam volné Zijicich obratlovca pii
pfenosu. Ma projevy podobné malarii. Vracejici se horeCky, zimnice a malatnost jsou
nejCasteéjSimi problémy, které se pii tomto onemocnéni vyskytuji. Vektory, pfenasejici

onemocnéni a konkrétni druh borrelii se mize lisit podle geografické polohy. Borrelia
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recurrensis je typickym ptvodcem tohoto onemocnéni v oblastech severni a vychodni
Afriky, zatimco B. hermsii, B. turicatae a B. parkeri byvaji k nalezeni zejména v oblasti
Spojenych Statd Americkych (Snowden et al. 2023). Ptitomnost spirochet Borrelia
myanmotoi byla prokazana i u kligt’at (Ixodes ricinus) z oblasti Hradce Kralové v Ceské
republice. Z toho vyplyva, ze existuje riziko nakazeni i v nasich podminkach, prestoze

zatim nebyl nahldSen zadny ptipad onemocnéni (Bubanova et al. 2022).

1.2.3 Bakterie rodu Rickettsia

Bakterie rodu Rickettsia jsou obligatni, intracelularni, gram-negativni bakterie,
jejichZ vyskyt je datovan jiz do doby starovékého Recka (Kulkarni 2011; Blanco & Oteo
2006). Prvni pravdépodobna zminka o epidemii rickettsiozy je jiz kolem roku 429 pf. n.
I, kdy vypukla epidemie tyfu (Rickettsia prowazekii) v Athénach. Rickettsiézy se daji
rozdelit do ti1 skupin podle typu projevl — tyfové horecky, skvrnité horecky a kfovinny
tyf (Blanco & Oteo 2006). Obecné se da fict, ze mezi projevy rickettsioz patii horecky,
bolesti hlavy a vyrazky (Kulkarni 2011).

Nejvyznamnéj$im onemocnénim, které bakterie rodu Rickettsia zptsobuji, je
horecka skalistych hor (Rocky Mountain spotted fever, RMSF). Pivodcem této choroby
je bakterie Rickettsia rickettsii, vyskyt je omezeny na oblast Severni a Jizni Ameriky.
Mezi jeji hlavni projevy patii horecky, bolesti hlavy a vyrazka. Vyrazka zacina kolem
zapésti a kotnikll a postupné e rozsifuje smérem k trupu. Nastupuje ovSem teprve po
nékolika dnech s horeckou, vétSina pacientli se proto na zacatku potykd s chybnymi
diagnézami. U piiblizné 15 % nakazenych se vyrazka neobjevuje viibec. Kromé téchto
projevii se mohou vyskytnout symptomy postihujici napfiklad gastrointestinalni,
nervovou nebo dychaci soustavu. V pozdéj$im stadiu se mize vyskytnout nekrdza kize
a gangrény. Vektorem R. rickettsii jsou ruzné druhy klistat (Dermacentor variabilis,
Dermacentor andersoni, Ambylomma americanum), kterd nemoc pienasi ze zvifat na
Cloveka. Nakaza muze byt pfenesena i1 nepfimo, naptiklad pii styku s trusem pienasecu
(Gottlieb et al. 2018).

Dalsim vyznamnym onemocnénim je skvrnita horecka, znama také pod jmény
epidemicky tyfus nebo vsi skvrnivka, v§i tyf nebo skvrnity tyf, ktera je zptisobena bakterii
Rickettsia prowazekii. Pfenasi se za pomoci vsi Satni (Pediculus humanus v. corporis).

Tato nemoc je uzce spojovana s valkou, chudobou, hladomorem a ptirodnimi



katastrofami. Hlavnim zdrojem nakazy je ¢loveék (Blanco & Oteo 2006). Mezi hlavni
ptiznaky skvrnitého tyfu patii horecka, bolesti hlavy a koncetin a myalgie. U 20-60 %
nakazenych vznika pfiblizné paty den nemoci vyrazka v podpazi. V piipadé, kdy je
nemoc nelécend, piechazi horeCka piiblizné¢ po dvou tydnech, nicméné kompletni
rekonvalescence nastava az za nékolik mésicti. V 13-30 % ptipadi byva neléena nemoc
smrtelna (Kelly et al. 2010). Bakterie mohou po prodélani skvrnitého tyfu v téle ¢lovéka
prezivat latentné cely Zivot, v pfipad¢ stresu nebo oslabeni organismu se pak znovuobjevi
v podobé¢ Brill-Zinsserovy choroby. Ta se projevuje podobné, jako akutni forma tyfu, ale
piiznaky jsou mirnéjsi. Protoze se R. prowazekii vyskytuje bakteremicky v populaci,
hrozi nakazeni v§i od ¢loveéka a moznost propuknuti epidemie kdekoliv na svété. Moznost
nakazeni vyvstava také pii kontaktu s mrtvymi ptenaSeci, pfipadné s jejich trusem
(Blanco & Oteo 2006).

Rickettsia helvetica je emergentnim patogenem z kategorie skvrnitych horecek. Je
spojovana s projevy jako je horeCka, meningitida a u pacientd s chronickou
perimyokarditidou mtze zptsobit nahlé umrti. Mezi jeji pfenasece patii zejména klistata
(Ixodes ricinus) a dalsi krev sajici zivo¢ichové (Scarpulla et al. 2018). Jako rezervoar

Vv piirod¢ slouzi primarné srnec obecny (Capreolus capreolus).

1.2.4 Candidatus Neoehrlichia mikurensis

Tato zatim nekultivovana bakterie, ktera spada do skupiny blizké ehrlichiim, je
vyznamnym patogenem pienaSenym kliStaty v Evropé a v Asii. Rezervodrem tohoto
onemocnéni jsou hlodavci. Je Siroce rozsitend mezi domestikovanymi i divokymi savci a
ptaky (Portillo et al. 2018). U lidi zptsobuje zanétlivé onemocnéni neoehrlichiozu.
Ptiznaky tohoto onemocnéni mohou byt horecky, bolesti hlavy, slabost, myalie, ataralgie
a vaskularni pfihody. Bakterie podle v§eho ttoc¢i na vaskularni endotelové bunky (Ondrus
etal. 2020). U lidi s oslabenym imunitnim systémem se vyskytuji vaznéjsi problémy jako
je vysokd horecka nebo tromboembolie (Wenneras 2015). Kromé ¢lovéka se nemoc
vyskytuje také u pst, ostatni zvifata jsou pouze bezptiznakovymi pienaseci (Ondrus et al.
2020).

Diagnostika nemoci je vzhledem knemoznosti kultivace Candidatus
Neoehrlichia mikurensis v laboratornim prostiedi komplikovana. Neju¢innéjs$i metodou

se ukazalo byt testovani pomoci PCR (polymerase chain reaction) a sekvencni analyzy



16S rRNA. K diagnostice se vyuziva krev a kostni dfen, diagnostika z mozkomis$niho

moku neni vyuzitelna (Portillo et al. 2018).

1.2.5 Bakterie rodu Anaplasma

Rod Anaplasma zahrnuje obligatni, intracelularni, gram-negativni bakterie, které
zpusobuji nemoci divokych i domestikovanych zvifat a ¢lovéka po celém svéte.
Jednotlivé druhy se liSi podle projevl, vektori, geografického rozsifeni i1 hostitelt.
Nejvétsim savcim hostitelem anaplasem je podle vSeho pes, u kterého se nasli zastupci
mnoha rtiznych druhti - A. bovis, A. ovis, A. phagocytophilum, A. platys, A. marginale, A.
capra (EI Hamiani Khatat et al. 2022).

Nejvyznamnéj$i anaplazmézou z hlediska lidské mediciny je pravdépodobné
lidska granulocytarni anaplazméza (human granulocytic anaplasmosis, HGA). Je
zpusobena bakterii Anaplasma phagocytophilum, diive nazyvanou Ehrlichia equi,
Ehrlichia phagocytophyla. Jejimi nejcastéjsimi penasedi jsou rizné druhy klistat (véetné
Ixodes ricinus). Rezervoarem bakterie A. phagocytophilum jsou v Americe kiecek
bélonohy (Peromyscus leucopus), ¢ipmank Zlutolici (Neotamias ochrogenys) a hlodavci
rodu Neotoma, zatimco v Evropé jsou to hlavné jezci (rod Erinaceus) a veverka obecna
(Sciurus vulgaris). Nemoc je rozsitena po Evropé, Asii a Severni Americe. Mezi jeji
symptomy patii horecky, bolesti hlavy, inava, ztrata chuti k jidlu a dal$i bolesti. Projevy
mohou byt mirné, ale obzvlasté u starSich osob, nebo osob se sniZenou imunitou muize
byt prubéh nemoci vazny, vedouci v nékterych piipadech az ke smrti (MacQueen &
Centellas 2022). Problémy mize Anaplasma phagocytophilum zptisobovat ovsem i u
zvitat, naptiklad u psl, ovci nebo koni. U pst se granulocytarni anaplazmoza projevuje
letargii, horeckou, nechutenstvim, muskuloskeletdlni bolesti, problémy s chiizi a
kulhanim. Tato nemoc v téle zplisobuje autoimunitni reakei, jejimz disledkem je rozpad
cervenych i bilych krvinek a krevnich desticek (Diniz & Moura de Aguiar 2022).

Druhou nemoci zvifat i lidi, zpisobenou bakterii z rodu Anaplasma — A. platys, je
trombocytotrofni anaplazmoéza (infekéni cyklickd trombocytopenie). Napada psy, kocky,
kozy, koné, kravy a lidi. Stejn¢ jako A. phagocytophilum i A. platys byla pivodné
zatazena mezi bakterie z rodu Ehrlichia. Jejim nejcastéjSim prenasecem je Rhipicephalus
sanguineus, kromé n&j pak jeSté napf. R. turanicus, Ixodes persulcatus, I. ricinus.

V organismu zplisobuje vracejici se trombocytopenii, kterd se navenek nemusi projevit,
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nicméné astymi projevy jsou letargie a nechutenstvi, horecky, lymfadenopatie a petechie

(Diniz & Moura de Aguiar 2022).

1.2.6 Bakterie rodu Ehrlichia

Bakterie rodu Ehrlichia jsou intracelularni, gram-negativni bakterie, rozsifené po
zastupce v oblasti lidské mediciny patii E. chaffeesis a E. ewingii, v oblasti veterinarni
mediciny je nejpodstatnéj$im zastupcem E. canis (Snowden et al. 2023).

Ehrlichia chaffeesis je znama jako puvodce lidské homocytické ehrlichiozy
(human monocytic ehrlichiosis, HME). Tato nemoc se projevuje horeckou,
trombocytopenii, leukopenii, zménami srazlivosti krve, hepatické a neurologické
komplikace. Pro 1-3 % nakazenych je nemoc smrtelna (Alcantara-Rodriguez et al. 2020).
Za hlavni rezervoar tohoto patogenu je povazovan jelenec béloocasy (Odocoileus
virginianus). Hlavnim vektorem je klist¢ americké (Amblyomma americanum), nicméné
E. chaffeensis byla detekovana i u dalSich druhu klistat (Yabsley 2010).

E. canis je bakterii, kterd napada krevni desticky, monocyty a neutrofilni
granulocyty pst domacich (Canis lupus f. familiaris) a zptisobuje psi monocytickou
ehrlichidzu. Je rozsifend po celém svéte, nejcastéi se vyskytuje v oblasti tropt a subtropti
(Skotarczak 2003). V divoké piirod¢ ji lze najit nejcastéji u medvidkovitych
(Procyonidae) a lisek (Vulpes wvulpes). Lisky funguji jako rezervoar v oblasti
stfedozemniho mofte, v Severni Americe je to myval seversky (Procyon lotor) a v Jizni
Americe nosal ¢erveny (Nasua nasua). Pienos E. canis na ¢loveka zpisobuji predevsim
klistata (André 2018). Infekce ma tfi faze — akutni, subklinickou a chronickou. V akutni
fazi se mohou objevovat horecky, deprese, duSnost, anorexie a mirny ubytek vahy. Pti
laboratornim vySeteni byva zjiSténa thrombocytopenie, leukopenie, mirnd anémie a
hypergammaglobulinémie. Subklinicka faze ptichdzi po akutni fazi a jedinym projevem
je trombocytopenie pii laboratornim vySetieni krve. Tato faze trva minimalné 40 dni,
ovSem muZze trvat i roky. Klinické pfiznaky se Zadné nevyskytuji, nicméné bakterie se
v téle stale vyskytuje. V posledni, chronické fazi se vyskytuje hemoragie a edém.
Laboratorni vysledky jsou v chronické fazi podobné vysledkiim akutni faze. Mimo jiné
Vv této fazi mize nastat hypoplazie kostni dien€, coz u mnoha pst vede k postupnému

zhorSovani zdravotniho stavu (Skotarczak 2003).
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Patogen Ehrlichia ewingii muze zpusobovat nemoc, zvanou granulocyticka
ehrlichiéza. Mezi jeji nejcastéj§i priznaky patii horecky, zimnice, bolesti hlavy,
malatnost, myalgie a nevolnosti. Pfi laboratornim vysetieni byva casty vyskyt leukopenie,
trobocytopenie a zvy$ena hladina aminotransferaz v krvi. Narozdil od E. chaffeensis se u
pacientli vétSinou nevyskytuje vyrdzka a nemoc miva mirngjsi prubéh. VétSina
nakazenych, u kterych se granulocytickd ehrlichiéza projevila, se fadi mezi jedince
s oslabenym imunitnim systémem — napt. onkologicti pacienti nebo osoby nakazené HIV

(Drexler et al. 2016).
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2. Cile prace

Klosoviti (Diptera, Hippoboscidae) jsou krev sajici skupinou hmyzu, ktera
parazituje predevsim na zvitatech (Mammalia, Aves), v ojedinélych pfipadech se ale
mohou pokusit sat i na lidech. Vyznam klost jako pfenaSect riiznych onemocnéni byl v
minulosti opomijen, ale v poslednich letech bylo prokazano, ze mohou pienaset mnoho
dilezitych patogend (napi. bakterie rodu Bartonell, Rickettsia nebo Borrelia). Cilem
této prace bylo ptipravit literarni prehled klosi pfenaSenych nakaz a provést
experimentalni detekci bakterii z rodu Bartonella, Anaplasma phagocytophyllum,
Rickettsia helvetica a Candidatus Neoehrlichia mikurensis v klosi jelenim (Lipoptena

cervi) a klosi ov¢im (Melophagus ovinus).
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3. Metodika

3.1 Sbér vzorku

Sbér vzorki Melophagus ovinus probihal 25. dubna 2022 ve vesnici
Hodkovice-Zlatniky, v okrese Praha-Vychod za asistence chovatelky. Ve stadé bylo 5
ovci, vzorky klosii pochazeji ze 4 z nich. Na prvni ovci bylo 22 klost, na druhé 9, na tieti
3 a na ctvrté 8. Vsichni klosi byli sbirdni zaziva, lezouci v srsti, pfipadné¢ béhem séni.
Sbér vzorkl probihal pfed stiihanim a odCervenim ovci, v ideélnich podminkach pro
vyvoj klose ovciho.

Klosi jeleni (L. cervi) se nachazeli ve smisenych lesich nedaleko obce Duba
v severnich Cechach. Sbirani byli 31. srpna 2022 volné v piirodg, jesté pred nalezenim

vhodného hostitele. Jedinci byli vSichni vylihnuti, oktidleni dospélci.

O-OMerator] [ w1l S0km
R

Lipoptena cervi - 3 ;* ;
Duba ' |

@ d-maps.com

T3

Melophagus ovinus - 42
Hodkovice-Zlatniky

Obrézek 3 — mista sbéru klose ovéiho a kloge jeleniho

Vsechny vzorky byly do zpracovani skladovany pfi teploté pfiblizn¢ -19 °C.
Statisticka data byla zpracovana v aplikaci Microsoft Excel, kde byly vytvoieny potiebné
tabulky a grafy, vyuzité v této praci.
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3.2 Postup zpracovani

K detekci patogenti, obsazenych ve vzorcich klose jeleniho a klose ov¢iho, byla
vyuzita metoda testovani pomoci PCR (polymerase chain reaction). Aby bylo mozné
této metody vyuzit, bylo potieba nejdiive extrahovat geneticky material ze vzorki za
pomoci Geneaid genomic DNA mini kit. Postup probihal podle instrukci v manualu

vyrobce, viz pfiloha 1 (Geneaid DNA mini kit — manual).

3.2.1 Primery

Pro analyzu patogenti byly vyuzity specifické primery, popsané v tabulce 1.

Patogen Bartonella spp. Candidatus Neoehrlichia mikurensis Anaplasma phagocytophylum  Rickettsia helvetica

Gen ITS gltA msp2 gltA

Forward primer QHVE1 NMik fo-gltA ApMSP2F Rick_HelvgltA_F2

Reverse primer QHVE3 All species NMik re-gltA ApMSP2R Rick_HelvgltA_R2
ATGATCCGTTTAGGTTAA

A TTCAGATGATGATCCCAA aagtgcatgctttgctacatt atggaaggtagtgttggttatggtatt TAGGCTTCGGTC
TTGTAAGAGCGGATTGTT

. GATATATTCAGACATGTT tcatgatctgcatgtaaaataaat ttggtcttgaagegetegta

Sekvence R primeru TTCTAGCTGTC

[EE Roux & Raoult 1995 Jahfari et al. 2012 Courtney et al. 2004 de Bruin et al. 2015

Ocekavana délka amplikonu cca 1200-1500 bp cca 200 bp 77 bp 123 bp .

Tabulka 1 — seznam pouzitych primerQ

3.2.2 Reak¢ni smés

Pro vytvofeni reakéni smési bylo vyuzito 2x PPP Master Mix (Top-Bio),
obsahujici Tag DNA polymerazu a optimalizovany reakéni pufr. Master Mix se piidal
k templatu DNA, specifickym primerim pro dany patogen a k vodé bez obsahu nukleaz.
Negativni kontrola byla vytvofena stejnym zptisobem, s tim rozdilem, Ze misto DNA byla

do smési pfidana voda.

Sloupecl ul
2x PPP Master Mix 6
Forward primer 1
Reverse primer 1
Voda 12
DNA 5
Celkem 25

Tabulka 2 — sloZeni reakéni smési
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3.2.3 Podminky PCR reakce

Reakce PCR probihala v T100 thermal cycleru (BioRad) za podminek
specifickych pro kazdy patogen.

Pro detekci bakterii rodu Bartonella probihala ivodni denaturace 5 min pii 95 °C,
nasledn¢é probihalo 35 cykli, kde se opakovala 1 min denaturace pii 95 °C, annealing
(nasedani primert na fetéze DNA) 1 min pti 52 °C a extenze (prodluzovani DNA) 2 min
pii 72 °C. Zavére¢na polymeracni reakce probihala 10 min pii 72 °C (Roux & Raoult
1995).

PCR Bartonella spp.
100
Q0
80
70
60

“ 50
40 35x
——
30

20
10

5:00 1:00 1:00 2:00 10:00

Obrazek 4 — zobrazeni podminek PCR reakce pro bakterie rodu Bartonella
U Candidatus Neoehrlichia mikurensis probihala poc¢ate¢ni denaturace 15 min pfi

95 °C, nasledné probéhlo 40 cykli denaturace 30 s pii 94 °C a annealing a extenze 25
S pii 53 °C. Zavéretna polymeracni reakce trvala 10 min pii 72 °C (Jahfari et al. 2012).
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PCR Candidatus Neoehrlichia mikurensis

100
90
80
70
60
© 50
40 40x
30 —

20
10

15:00 0:30 0:25 10:00

Obrazek 5 - zobrazeni podminek PCR reakce pro Candidatus Neoehrlichia mikurensis

Pocate¢ni denaturace pro Rickettsia helvetica trvala 5 min pii 95 °C, nasledovalo
60 cyklu denaturace 5 s pti 95 °C, annealing a extension 35 s pii 60 °C a zavére¢nou

polymeraéni reakci 20 s pii 37 °C (de Bruin et al. 2015).

PCR Rickettsia helvetica

100
90
80
70
60
50
40 60x
30 =
20
10

°C

5:00 0:05 0:35 0:20

Obrazek 6 - zobrazeni podminek PCR reakce pro Rickettsia helvetica

U Anaplasma phagocytophilum trvala po¢ate¢ni denaturace 10 min pi#i 95 ° C a

nasledovalo 40 cyklt denaturace 15 s pti 95 °C a 1 min annealing s extenzi pii 60 °C
(Courtney et al. 2004).
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Obrazek 7 - zobrazeni podminek PCR reakce pro Anaplasma phagocytophilum
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3.2.4 Gelova elektroforéza

Zobrazeni vysledktit PCR prob¢hlo za pomoci gelové elektroforézy. Ve 100 mi
TBE pufru bylo rozpusténo 1,5 g agardzy. Do smési bylo pfidano 2 pl ethidium bromidu,
aby bylo mozné vysledky zobrazit. Elektroforéza probihala pod napétim 95 V ptiblizné
hodinu. Vysledky byly vizualizovany za pomoci UV transiluminatoru a vyfotografovany.
Nasledna tprava a analyza fotografii probihala na pocitaci v programech Photoshop a

Malovani.

Obrazek 8 — zobrazeni vysledkt PCR testu na pfitomnost bakterii rodu Bartonella pro vzorky 1-13
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4. Vysledky a diskuse

Po zobrazeni vysledki PCR bylo ziejmé, Ze zddny ze vzorkll neobsahoval genom
Rickettsia helvetica, Anaplasma phagocytophilum ani Candidatus Neoehrlichia
mikurensis. Detekce bakterii rodu Bartonella byla tspésna u 27 klostu ovéich. V ptipadé

L. cervi nebyl detekovan zadny ze sledovanych patogend.

prevalence Bartonella spp. v M. ovinus

ovce 1 77,27%

ovce 2 22,22%

ovce 3

33,33%

ovce 4 87,50%

celkova prevalence 64,29%

0% 10%  20%  30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Obrazek 9 — grafické znazornéni prevalence bakterii rodu Bartonella u klose ov¢iho
Jiz u sbéru vzorkl byla ziejma zhorSena kondice ovce €. 1, u které bylo nalezeno

nejvetsi mnozstvi klost ovéich. Pozitivné testovanych na piitomnost batronell bylo 17

z 22. Prevalence bartonell u téchto vzorkt byla 77,27 %.
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H pozitivni

1 negativni

Obrazek 10 — grafické zobrazeni vysledku testovani klost ov¢ich, pochazejicich z ovcee €. 1

U Ovce ¢. 2 zdeviti klost byli na pfitomnost bartonell pozitivni pouze dva.
Prevalence bartonell u této ovce je 22,22 %.

F R |
ovce 2

W pozitivni

" negativni

Obrazek 11 - grafické zobrazeni vysledkt testovani klost ov¢ich, pochazejicich z ovce €. 2

U ovce €. 3 byly nasbirany pouze 3 vzorky, z nichz jeden vySel na ptitomnost

bartonell pozitivni s hodnotou prevalence 33,3 %.
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Obrazek 12 - grafické zobrazeni vysledku testovani klost ov¢ich, pochazejicich z ovce €. 3

Z ovce ¢. 4 bylo nasbirdno 8 vzorkl kloSe ovciho. Z tohoto poctu bylo 7

testovanych pozitivné na pfitomnost bartonell Prevalence tohoto patogenu zde je 87,5 %.

ovce 4

M pozitivni

" negativni

b i

Obrazek 13 - grafické zobrazeni vysledku testovani klost ovcich, pochazejicich z ovce ¢. 4
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Celkova hodnota prevalence bartonell u M. ovinus je 64,29 %. Vyzkum z roku
2014 z Etiopie uvadi prevalenci bartonell 88,6 % (Rudolf et al. 2016). Werszko et al.
(2021) ve své praci na toto téma uvadi hodnotu 86,82 %. Jeho vzorky pochazely z ovci,
nachazejicich se v Polsku. Rozdil prevalence, naméfené v této praci, mize byt zpisoben
nizkym poctem vzorkl kloSe ovciho V porovnédni s ostatnimi vyzkumnymi pracemi.
Rudolf et al. (2016) ve své praci uvadi také, ze jejich vyzkum patogent prenasenych
klosem ovéim neprokazal ptitomnost Candidatus Neoehrlichia mikurensis, Anaplasma
phagocytophilum a rickettsii. A. phagocytophilum nebyla prokazana ani v praci od
Werszko et al. ( (2021), da se tedy piedpokladat, ze tento patogen neni pro kloSe ovc¢iho
typicky. Podle studie Hornok et al. (2011) se Rickettsia helvetica mize u klose ovc¢iho
vyskytovat, nicméné tento patogen se nachdzi primarné v krvi srnctl, a tedy se objevuje

Castéji u klose jeleniho, ktery na daném hostiteli parazituje.

O—LI Mercator

Bartonella spp. -0 % ; | 0 mi
Duba i | b

=

wi o
5 H 18
© d-maps.com

Bartonella spp. - 64,29 %
Hodkovice-Zlatniky

Obrazek 14 — prevalence bakterii rodu Bartonella podle lokality

Tento vyzkum nepotvrdil, Ze by klo§ jeleni byl pfenaSecem bakterii z rodu
Rickettsia, Anaplasma nebo Bartonella. Nicméné exisuji studie, které ptitomnost téchto
patogenu v klosi jelenim potvrzuji (Dibo et al. 2023; Bezerra-Santos & Otranto 2020).
Patogen Candidatus Neoehrlichia mikurensis u klose jeleniho Vv pfedchozich studiich

detekovan nebyl (de Bruin et al. 2015). Vliv na pfitomnost patogenti ve vzorcich mize
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mit i to, ze klo$i byli sbirdni volné€ v pfirod¢, pted tim, nez stihli najit vhodného hostitele.
Také by bylo uzite¢né ziskat vétsi mnozstvi vzorkll pro zptesnéni statistickych dat a

ovéteni vysledkt.
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5. Zavér

Cilem této prace byla literarni reSerSe patogenil, pfenasenych zéstupci celedi
Hippoboscidae a nasledna experimentalni detekce vybranych z nich — bakterii rodu
Bartonella, Rickettsia helvetica, Anaplasma phagocytophilum a Candidatus Neoehrlichia
mikurensis. Pro ucely této studie byly vybrany dva druhy z ¢eledi Hippoboscidae,
Lipoptena cervi a Melophagus ovinus.

U klose ov¢iho byla detekovana Bartonella spp. s celkovou prevalenci 64,29 %.
Ostatni patogeny u M. ovinus detekovany nebyly. V klosi jelenim nebyl detekovany
zadny ze sledovanych patogenti. Zavérem lze fici, Ze kloSoviti jsou vektory bakterii rodu
Bartonella, a kvuli jejich schopnosti kousnuti ¢lovéka je mozné je povazovat za

potencialni zoonotické vektory.
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Seznam priloh:

Priloha 1: Geneaid genomic DNA mini kit — manual



