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1. UVOD

Pro svou bakalatskou praci jsem si vybrala detekci patogennich mikroorganismil
prenasenych ornitofilnimi klist’aty. Dle mého ndzoru je toto téma velmi dulezité, protoze
jsou klistata spojovana s nékterymi virovymi, bakterialnimi ¢i protozoarnimi infekcemi
u zvifat i lidi. Proto budi u vétSiny populace negativni ndzor. Z diivodli moznosti
pfenosu infekce musi byt kliStata, a to nejen ornitofilni, sledovana a testovana na fadu
puvodct onemocnéni. Testovani slouzi nejen jako prevence proti Sifeni nemoci, ale také
jako monitoring vyskytu vaznych i méné zdvaznych onemocnéni.

Tato bakalafskd prace je zamétfena na ornitofilni kliStata a patogeny s nimi
spojené, tedy na kliStata parazitujici na ptacich se zaméfenim na biehuli fi¢ni (Riparia
riparia). V konkrétnim ptipad¢ se jedna o klisté modravé (Ixodes lividus) a klisté
stromové (Ixodes arboricola) parazitujici na jiz zminéné biehuli fi¢ni. VéE&tsina klist'at
byla odebrana z nor (hnizd) tohoto ptaka. Po celém nasem Uzemi se vyskytuje velké
mnozstvi druhti klistat. Za nejéastdji se vyskytujici klisté v Ceské republice je
oznacovano klisté obecné (Ixodes ricinus).

Zpracovala jsem pfes 100 vzorki z riznych mist Ceské republiky. Pied
zpracovanim vzorkli probéhl sbér v predem vybranych lokalitdich. Vzorky nebyly
casové omezené, sbér vSak probihal ve dvou etapach. Odbér vzorkil provedla Mgr.
Markéta Novakova. Lokality sbéru byly zaméteny predevSim na mista hnizdéni biehule
ficni, coZ jsou pievazné staré piskovny. Ziskana kliStata byla uchovéna za specifickych
podminek a dale jsem provedla izolaci DNA. Vyizolovanou DNA jsem poté pouzila pro
PCR a elektroforézu. Vzorky byly testovany na piitomnost bakterii Rickettsia spp.
Vysledky prace jsem dale vyhodnotila a zpracovala.

Klistata prenaseji celou fadu plivodct zdvaznych onemocnéni ¢lovéka a zvitat.
K nejvyznamnéj$im patii na naSem tUzemi klisStova encefalitida, lymeska borrelioza
a lidskd granulocytarni anaplazmoéza (dfive lidska granulocytarni ehrlichioza).
U ornitofilnich klist’at se jedna piedev§im o patogennimi mikroby, bakterie Anaplasma

phagocytophilum, Rickettsia spp., a jednobunééného parazita Babesia spp..



2. LITERARNI PREHLED

2.1. Klisté jako biologicka jednotka

2.1.1. Charakteristika klist’at

Klisté je rozto€ (Acari), tadici se do Celedi klistatovitych (Ixodidae) jako je
naptiklad klist€ obecné (Ixodes ricinus), klist€¢ modravé (Ixodes lividus) nebo klisté
stromové (Ixodes aricola). Je to krev sajici Clenovec (Arthropoda) €1 parazit prezivajici
na télech savct, ptdkl a plazi (Rosicky aj., 1979). Klistata jsou rozsifena po celém
sveté. Ve svéteé je popsano pres 850 riznych druhti (Sonenshine, 1991). Tito cizopasnici
figuruji jako prenaseci infek¢nich chorob na ¢lovéka i zvire. Velikost se pohybuje mezi
2 - 4,5 mm. Samicka se vyznacuje vét§imi rozméry a to mezi 3,5 a 4,5 mm, zatimco
mens$i samecek méii 2,2 - 2,5 mm. Télo klistéte je slozeno z hlavové Casti (gnathosoma)
a téla (idisoma).

Pro vyskyt kli§tat je smérodatny obsah vlhkosti v prostfedi. Cim je vlhkost
mensi, tim je vyskyt kli§tat zvySeny. Na polich se vyskytuje s malou pravdépodobnosti.
Obvykle se vyskytuji v listnatych lesich, kfovinach a na zatravnénych plochach
(Sebkova, 2014).

2.1.2. Systematické zariazeni kliSt’at

Rise Animalia Linnaeus, 1758 - Zivo¢ichové
Podrise Fumetazoa Butschli, 1910

Oddéleni Bilateria Hatschek, 1888 - dvoustranné soumérni
Pododd¢leni Protostomia Grobben, 1908 - prvousti

Kmen Arthropoda Latreille, 1829 - Clenovci
Podkmen Chelicerata - klepitkatci

Trida Arachnida Cuvier, 1812 - pavoukovci
Podtrida Micrura

Infratiida Acari Nitzsch, 1818 - roztoc¢i

Nadrad Parasitiformes

Rad Ixodida - klistata

Podrad Ixodina

Celed Ixodidae Koch, 1844 - klistatoviti

Podceled’ Ixodinae

Rod Ixodes Latreille, 1795 - k1isté

Podrod Ixodes Latreille, 1795

Druh Ixodes ricinus (Linnaeus, 1758) - kliSté obecné

Tabulka ¢. 1: Systematické zatrazeni klistéte obecného

Upraveno dle: http://www.biolib.cz/cz/taxonposition/id76144/


http://www.biolib.cz/cz/taxon/id14923/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id76144/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id76141/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id76140/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id618667/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id19328/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id19326/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id19323/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id19322/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id16798/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id18950/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id14979/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id14973/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id14955/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id14936/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id14935/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id174014/

2.1.3. Vyznam Kklist'at

Vyznam tohoto parazita je predevSim negativni, je to ddno pro jeho krev sajici
funkci. Skodi svému hostiteli ztratou krve & moznosti nakazy choroboplodnym
patogenem. Pokud parazit pfenasi jednu z nemoci, je oznaCovan jako vektor pfenosu.
kratka doba jim sta¢i. Nymfa saje 5 - 6 dnd, dospéla samice jeSté déle 10 - 12 dnt.
Ptenos patogenti (tj. viry, bakterie i priony) probihd pomoci slin. Tento jev zdsadné
ovliviiuje vnitini prostfedi hostitele. Existuji tfi Geledi klistat. Celed’ Ixodidae (tvrda
klistata) a Argasidae (mékka kligtata) jsou dvé hlavni &eledi. Celed” Nuttalliellidae, je
samostatnou Celedi s jedinym zastupcem Nuttalliella spp. (upraveno dle Sonenshine,
1991).

Klistata Celedi Ixodidae jsou nestali ektoparazité, tzn., ze stravi ¢ast zivota mimo
hostitele (McCoy a kol., 2003; Chevillon a kol., 2007).

KIisté neni schopno aktivné vyhledat svého hostitele, trpélivé ¢eka ve vysoké
travé Ci jiné vegetaci. Ma na konci posledniho ¢lanku prvého paru nohou jamku,
ve které je umistén Hallerliv organ, slouZzici jako senzor pachovych a chemicky latek
ze svého okoli, upozoriujici na mozného hostitele. Ve vétsi blizkosti pak tento parazit

reaguje na otfesy.

2.1.4. Zivotni cyklus kli¥tat

Samicka klistéte je schopna za sviij zivot vyprodukovat 2 500 az 4 000 vajicek.
Je to velmi vysokd reprodukcni schopnost. Jsou schopna odolavat a piezivat
v chladnych a suchych obdobich roku. To vysvétluje jejich sezonnost a aktivni vyskyt
na zvifatech. KliStata se vyznacuji Ctyfmi Zivotnimi (vyvojovymi) stadii. Prvni je
stadium embryondlni, dalsi tfi stddia se oznacuji jako stadia aktivni (larva, nymfa,

dospélec).



Dospélec

Vajicko

Obrazek €. 1: Vyvojova stadia klistéte

Upraveno dle: https://www.kliste.cz/cz/vse-o-klistatech/clanek/zivotni-cyklus-klistat

Klistata celedi Ixodidae maji jednotny vyvojovy cyklus. Poté co samicka
naklade vajicka, vylihnou se larvy. Tyto larvy se dostavaji do cizich hnizd, ve kterych
vyckaji na svého hostitele. Pokud se pfisaji, mohou sat az n¢kolik dnti. Po naséani larvy
vyhledaji klidné, kryté prostiedi, kde se pfeméni ve stadium nymf. Nymfy opét hledaji
hostitele a proces se opakuje. Nasaté nymfy vyhledaji kryté prostiedi, kde se svlecou
a ptreméni v dospé€lce jako v predchozim stadiu. Samice dospélého jedince vypusti
vajicka a zivotni cyklus je dokoncen. Délka vyvojového cyklu je obvykle do tii let.
Tomuto cyklu fikame ttihostitelsky (Sonenshine, 1991).

Dalsim typem cyklu je dvouhostitelsky. Tento typ je jen u nckterych druht
klistat. NapInéné larva zistdva na svém hostiteli in situ (tj. na misté) a nenaplnéna
nymfa se opét pripoji na stejné misto. K odsati dojde az po jejich piekrveni, poté opusti
hostitele a stanou se z nich dospélci. Tento typ se nazyva dvouhostitelsky.

U jednohostitelského typu larva 1 nymfa zistavaji in situ (tj. na miste), po
pfeméné v dospélce se samice a samec spari. Samice poté vypusti vajicka do ptirody

(Sonenshine, 1991).

2.1.5. Anatomie kliS§t'at

Tento drobny ¢lenovec ma dorzoventralni zplostelé té€lo ovalného tvaru. T¢lo se
skladad ze 2 casti, hlavohrudi a zadecku. Neclankovany zadeCek srasta s hlavohrudi
v jeden celek. Hlavova Cast (gnathosoma) nese predevsim ustni Gstroji (hypostom)

a makadla (Sonenshine, 1991). Hypostom (Cesky chobotek) je hlavni soucasti Ustniho


https://www.kliste.cz/cz/vse-o-klistatech/clanek/zivotni-cyklus-klistat

ustroji. Jednd se o utvar pokryty dozadu seskupenymi zoubky. V ryhach po stranach
hypostomu se nachazeji pedipalpy a chelicery (1. prvni a druhy par pfitstnich koncetin).
Pfi sani vypousti do rany sliny obsahujici enzym ixodin, ktery zamezuje sraZzeni krve
(Lang, 1974).

Dospéle vyvinuté klistata maji sice Sest paru nohou, avSak prvni dva pary prosli
evoluénimi zménami. Prvni par se pfeménil v chelicery, druhy par v pedipalpy.
Idiosoma nese Ctyii pary krac¢ivych pomérné dlouhych koncetin (Klimes a kol., 2004).
Na chodidlech pfedniho paru koncetin se nachdzi Halleriv orgén, ktery jim slouzi

k detekci CO,, tepla, otiest, tedy tento organ slouzi k detekci budouciho hostitele.

Koncetina se sklada z kycle, chocholiku, stehna, holen€, nartu a chodidla (Sonenshine,
1991).

Tento cizopasnik je pfizptisoben svému parazitickému Zivotu. Na boku stfev ma
postranni laloky, které¢ slouzi jako zasobarna krve. Klist¢ dychd pomoci vzdusnic
a cévni soustava chybi. Pohlavni soustava se nachazi na bfisni strané téla. Klist'ata jsou
gonochoristé, coz znamena oddé¢lené pohlavi jednotlivych jedinch. Pfi sani na hostiteli
dochazi ke kopulaci a samec po kopulaci hyne, zatimco samice se mnohonasobn¢ zvetsi
(Klimes a kol., 2004).

Na hibetni strané téla se nachdzi scutum (Stit), prekryvajici pfedni cast tcla.
Samice maji scutum v predni Casti téla, zbytek téla je pokryt zifasenou kozovitou
kutikulou. Tato kutikula umoznuje kliStéti mnohondsobné zvétSit objem téla pii sani.

U samce pak scutum pokryva celé télo.

2.1.6. Rod Ixodes a dalsi

Jednim z nejvice rozsitenym rodem kliStat je rod Ixodes. Tento rod je relativné
pramérné velikosti ve srovnani s jinymi rody, v rozmezi 3 - 4 mm na délku, kdyz jsou
nenakrmeni. V Ceské republice je nejvice rozifené Ixodes ricinus (klisté obecné).
S timto druhem klistéte se mlUZzeme setkat v listnatych a smiSenych porostech
s dostate¢nou vlhkosti (Rosicky a Weiser, 1952). AvSak tento rod zahrnuje kolem 250
druhi klistat. Naptiklad Ixodes lividus, Ixodes arboricola, Ixodes apronophorus, Ixodes
brunneus, (Scaph)lxodes frontalis, Ixodes rothschildi, Ixodes trianguliceps,
(Scaph)Ixodes unicavatus, Ixodes uriae.

Jelikoz hlavnim pfedmétem této prace je Ixodes lividus (klist€ modravé)
a Ixodes arboricola (klisté stromové), budou ostatni vybrané druhy zminény jen kratce.

Ixodes apronophorus (klist€ jarni) pfetrvava pievazn€ v mokiadech a v okoli
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vodnich ploch. V klidném stavu dosahuje délky 2,3 - 2,6 mm. Po nakrmeni miZze jeho
delka dosdhnout az 6 mm.

Ixodes brunneus (klist¢ ptdkomorné) patii mezi typické ornitofilni ektoparazity
s hojnym vyskytem ve vychodni ¢asti USA. Dal§im typickym ornitofilnim klistétem je
Ixodes anatis (klisté kachni).

(Scaph)Ixodes frontalis (klisté Celni) se bézné vyskytuje po celé Evropé. Lze ho
spatiit v hnizdech ptaki, ptevazné v jehlicnatych lesich. Tento druh je vSak specificky
pro svij vyskyt v nizs§i vegetaci ¢i v okoli poli a obydli.

Ixodes rothschildi (klist¢ Rothschildovo) je lokalizovano ve Francii a Velké
Britanii. Jeho Gtocistém jsou nory motskych ptaka.

Ixodes trianguliceps (klisté trojuhlé) setrvava ve vlhcCich lesnich oblastech, do
nadmoiské vysky 2 400 m.n.m. Vyhledavd ptedev§im hnizda ptdkd. Muze vSak
napadnout i drobné savce. Jeho velikost je mezi 2,0 - 2,4 mm v klidném stavu, 8§ mm
muze dosdhnout po dokonc¢eni krmeni.

(Scaph)Ixodes unicavatus (klisté ptaci) se zdrzuje ve skalnich mistech u pobiezi
nebo v hnizdech moftskych ptakl. Po nakrmeni miZe mit az 10 mm.

Ixodes uriae je ornitofilni klisté, napadajici hnizda motskych ptakt (McCoy
a Tirard, 2000). Vyskytuje se v severni Evropé. Po nakrmeni se mize jeho délka zvétsit
az na 12 mm. Toto klisté¢ mlize byt pfenaseCem bakterie Borrelia burgdorferi a 53 typt

arbovird.

2.2. Ptactvo coby hostitel klist’at

Diky své geografické poloze je Ceska republika velmi dobrym zazemim pro ty
ektoparazity, ktefi mezi své hostitele zahrnuji 1 ptactvo. Klisté modravé (Ixodes lividus)
obyvéa ruzné biotopy, najdeme ho na loukach, ale i ve svétlych doubravach nebo
v luznich lesich. Vyhyba se pouze vyslovené¢ mokiadnim a stepnim biotoptim. Ptactvo
se muzeme vici tomuto cizopasnikovi branit a to diky svému zobéku, kterym si je najde
a odstrani. AvSak ani tento fakt nezabrani kliStéti se na ptdkovi udrzet a diky tomu se
stava jeho prenaseCem. U ptakd byvaji obvykle lokalizovana kolem zobdku a o¢i.
V ptipadé, Ze hostitelem se stal tazny ptdk, mize byt klist€¢ i se svym piipadnym
patogenem piendseno velké vzdalenosti.

Dalsim nemén¢ dtlezitym druhem napadajici ptactvo je pijak luzni
(Dermacentor reticulatus). Pijak luzni se vyznacuje odliSnym zbarvenim svého §titu. Na

rozdil od rodu Ixodes mé na svém §titu typické bilé skvrny. Dava piednost mokiadim
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a zivotu ve vlh¢ich oblastech. V Ceské republice se nejéastéji nachazi na Jizni Moravé
a Podyji.

Dals$im zastupcem z rodu Dermacentor je pijak stepni (Dermacentor
marginatus). Vyznacuje se spiSe sus$§imi oblastmi listnatych lest (Klimes a kol., 2004).
Jeho odliSnosti je velikost. Pijak stepni je vétsi nez klisté obecné (Ixodes ricinus). Od
pijaka luzniho se 1i§i barvou svého titu. Stit je zbarveny do hnéda s dernymi pasy.

Ptaci mohou také hostit dalsi parazity rodu Haemophysalis, zastupce druhu
Haemophysalis concinna (KISt luzni), Haemophysalis inermis (kliSt lesostepni)
¢1 Haemophysalis punctata (klist’ stepni). Stejné jako pijak luzni se tento rod nejcastéji
vyskytuje na Jizni Moraveé. Dospélci napadaji velké savce, sami¢i nymfy mohou
napadnout i ¢loveéka (Rosicky a Weiser, 1952).

Ptaci krvi se také zivi klistak holubi (Argas reflexus). Jeho velikost je 6 - 9 mm.
Vrchni strana téla je cervenohnédé zbarvena. Délo je dorzoventralné zplostélé s absenci
Stitu (scutum). NejCasté€ji parazituje na ptactvu v mirném pasu. Jiz podle nazvu je patrné,
ze nejcastéjSim hostitelem se stava holub stéhovavy (Ectopistes migratorius) ¢i holub

domaci (Columba livia f. Domestica) (Rosicky aj., 1979).

2.3. Brehule ri¢ni (Riparia riparia)

Tento pévec (Passeriformes) je jednim druhem btehuli (Riparia) z celedi
vlastovkovitych (Hirundinidae) hnizdici v Ceské republice. Je pod ochranou zikona
jako ohrozeny druh (zédkon o ochran¢ pfirody a krajiny ¢. 114/1992 Sb. a vyhlaska
€. 395/1992 Sb., ve znéni pozdéjSich predpisti). Mezi jeji hnizdisté patii celd severni
polokoule. V naSich zemépisnych §itkdch hnizdi jeden az dvakrat ro€né a miiZzeme se
zde setkat s jejim poddruhem Riparia riparia riparia.

Vzhledem se samice a samec piili§ nelidi. Radi se mezi mensi ptaky a to diky
své velikosti, ktera je okolo 12 centimetri. Bfehule fi¢ni ma horni stranu téla hnédou,
zatimco na spodni strané je bélava s hnédym pii€nym prouzkem na spodni stran¢ hrdla.
Jeji ocas je vykrojeny ve tvaru vidlice.

Nejcastéji lovi ve skupinach nad vodni hladinou. Je charakteristickd pro svij
rychly a obratny let obloukovitého tvaru (Hudec, 2011).

Bfehule obyva mista vyznacujici se hlinitymi biehy ¢i podobnymi sténami
napiiklad v piskovnach, které se nachazeji v blizkosti fek, potokd nebo jinych vodnich
ploch. Tyto stény byvaji Casto piikré a slouzi jako dobré misto pro budovani svych

hnizdicich nor. Toto hnizdo vyhrabéavaji svym zobakem a nésledné i nozkami, mize
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dosahovat délky az 1 metr. Dutina nory je vystlana trdvou, pefim, mechem, listy nebo
jinym dostupnym materialem. Slouzi jako ochrana pied nebezpecim, jako je napadeni
predatory ¢i nepfizni pocasi. SnisSka ¢ini od 3 do 7 vajec, mize byt i vyssi. Mladé
biehule jsou po vylihnuti holé a jsou vyvadény ve staii 16 az 20 dni (Bejéek a Stastny,
1999).

Pro nase nehostinné zimni pocasi biehule odlétaji zimovat do Afriky. Kde
v pocetnych hejnech spoleéné s vlastovkami a Spacky preckaji Cast roku. Biehule
odlétaji na jih béhem zafi a vraceji se od poloviny dubna. Jiz zminény jev vSak probiha
v pomérné veétSim ¢asovém rozpéti.

Tento na$ nejmensi vlastovkovity ptak vyhledava pouze zivocisnou potravu.
Lovi hmyz nad hladinou vody, pfevazné¢ komary. Biehule byly také pozorovany, jak
sbiraji hmyz z vodni hladiny ¢i dokonce pfi chlizi na zemi. Jsou schopny lovit zastupce

hmyzu az z nékolika fadu.

e A

Fotografie ¢. 1: Bichule fi¢ni (Riparia riparia)

wvfw.bird,photo.cz ©Tomas Belka

~ Fotografie €. 2: Pisecné nory biehule fi¢ni

Upraveno dle: www.birdphoto.cz
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2.4. Ixodes lividus (kliSté modravé)

Tento druh klistéte se nejcastéji nachazi v norach a hnizdech ptaki. Naptiklad
u biehule ti¢ni (Riparia riparia) se vyskytuje po cely rok. Jelikoz si tento ptak buduje
nory v piseénych svazich, toto klist€ se nej€astéji objevovalo zde. 1. lividus je rozsifené
po celé Evropé, nejvice v Anglii, Irsku, Francii, Belgii, Holandsku, Némecku, Norku,
Svédsku a Polsku.

Klist¢ modravé bylo poprvé popsano Robertem Kochem roku 1844.

Samec zlstava pres zimu v hnizdé. Larvy také pfezimuji v norach ale jen do
doby nez se biehule vrati. S nejvetsi pravdépodobnosti samec zlstava pies zimu bez
prisunu krve. Klistata 1. /lividus byla Casto spojovana s jarni-letni encefalitidou
v severnim Rusku.

Samecci tohoto druhu jsou o néco mensi nez samicky. Lisi se fadové o 1 - 2 mm.
Samicka ma 2,6 - 2,9 mm. Po nasati se mize jeji délka zvétsit az na 7 mm. Samecci pak

dosahuji v klidném stavu délky 2,5 - 2,8 mm.

Obrazek €. 2: Dospéla samicka Ixodes lividus dorzalni strana
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Obrazek €. 3: Dospéld samicka Ixodes lividus ventralni strana

margin

Obrazek ¢. 4: Dospély samecek Ixodes lividus dorsalni strana
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Obrazek €. 5: Dospély samecek Ixodes lividus ventralni strana

Upraveno: http://bristoltickid.blogs.ilrt.org/specialized-ticks-of-the-uk/ixodes-lividus/

Ixodes lividus a Ixodes arboricola jsou jedni z nejvyznamnéjSich ornitofilnich klist’at,
expandovanych po celé Evropé€. Jsou to také nejCastéjSi pfenaSeci patogent, jako je

Rickettsia rickettsii, Anaplasma phagocytophilum, Borrelia burgdorferi, Babesia.
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2.5. Ixodes arboricola (klisté stromové)

Tento druh kliStéte je expandovan po celé Evropé (po celé severni polokouli).
Bézné se vyskytuje v ptacich hnizdech, ve stromovych otvorech ¢i u vstupti do jeskyni,
Nejvétsim zazemim pro toto kliste¢ jsou vSak dutiny, pievazné stromd, ve kterych se
muzou vyskytovat. Proto je velmi nepravdépodobny piimy kontakt s ¢lovékem. Mulze
napadat mnoho druhtl ptactva, nejcastéji vSak malé pévce. AvSak diky svému vyskytu
u vstupt do jeskyni, mize také napadat netopyry.

Po nakrmeni mize samicka méfit az 6 mm, avSak pfi standardnim nenakrmeném
stavu ma velkost 2,4 az 2,7 mm. Samecek méfi okolo 2,5 mm.

Klist¢ stromové bylo poprvé popsano roku 1929/1930 K. Schulzem
a Schlottkem.

Toto klisté je pfenaSecem virové encefalitidy (ANONYM 1. Briston University
tick ID: Ixodes arboricola. [online]. [cit. 2015-11-13]. Dostupné z:

http://bristoltickid.blogs.ilrt.org/specialized-ticks-of-the-uk/ixodes-arboricola/).

Cornua
indistinct

Auriculse
indistinct

Obrazek €. 7: Dospéla samicka Ixodes arboricola ventralni strana



Obrazek €. 8: Dospély samecek Ixodes arboricola dorsalni strana

Auriculae
indistinct

Obrazek €. 9: Dospély samecek Ixodes arboricola ventralni strana

Upraveno: http://bristoltickid.blogs.ilrt.org/specialized-ticks-of-the-uk/ixodes-

arboricola/
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2.6. Druhy onemocnéni dle puvodce

2.6.1. Virové onemocnéni

Klistata jsou druhym nejcastéjSim hmyzim pienasSeCem patogeni. NejCastejSim
vektorem je komar. Pokud se jednd o onemocnéni pfenosné ze zvitete na ¢lovéka, jde
0 zoonodzu. Tento typ onemocnéni je zptisoben patogennimi viry. U klist'at se patogeny
pfenasi pomoci krve.

Viry jsou vnitrobunécni parazité, nebunécné organismy, skladajici se
z bilkovinného obalu, ve kterym je ukryta genetickd informace DNA nebo RNA (Cee,
2008). Genom viru, obsazeny v nukleové kyseling, se replikuje za pomoci
enzymatického aparatu hostitelské buniky. Bunécnych ribozomt vyuzivaji viry k vyrobé
virovych proteinii. Aby mohlo dojit k pomnozeni viru, musi najit zivého hostitele. Poté
co se viry dostanou do organismu, vyhledaji buiiky s vhodnymi receptory. Navazi se na
povrch buiiky (absorpce) a proniknou do ni (penetrace). Uvniti bunky se zacnou
aktivovat enzymy, které zanou syntetizovat vir. Nasledné dojde k uvolnéni nukleové
kyseliny z kapsidu a k replikaci virové nukleové kyseliny. Replikace nukleovych
kyselin mize probihat na dvou mistech, bud’ v jadfe bunky nebo v cytoplazmé -
nukleova kyselina RNA virh se replikuje v cytoplazmé, replikace DNA viri probiha
v jadre. Po syntéze virovych bilkovin dochazi k maturaci viri (tj. tvorba novych virionti
a jejich dozravani). Poté se viry z buiikky uvolni. Viry se mohou dostat ven z bunky pies
cytoplazmatickou membranu - obalené viry, nebo pii prasknuti buniky - lyze bunky
(Havelka, 2014).

Nejcastéjsim virovym onemocnénim u klistat je klisStova encefalitida. Toto
infek¢ni virové onemocnéni je zpusobeno viry ze skupiny Flaviviridae (KiiZ a Benes,
2014). Toto onemocnéni na rozdil od ostatnich ndkaz ptaci neroznaseji.

Surface layer:

Obrazek €. 10: Struktura viru (Poxvirus)

Outer membrane

Vnéjs$i membrana

e v 7 , Inner membran S/
Vnitini membrana VIRRE
Sténa jadra

Core wall
Jadro
DNA genom e

Virové enzymy
Upraveno dle: http://www.twiv.tv/virus-structure

Virion enzymes
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Obrazek €. 11: Virus klistové encefalitidy

Upraveno dle:

http://www.wikiskripta.eu/index.php/Flaviviry

2.6.2. Bakterialni onemocnéni

Bakterialni onemocnéni je zpusobeno patogennimi bakteriemi vyvoldvajici
infek¢ni reakce organismu, tj. prinik pivodce ndkazy do organismu, jeho mnoZeni
a neptiznivé pusobeni na hostitele (bakteri6za). Bakterie je prokaryoticky organismus
variabilniho tvaru, mize mit tvar napiiklad ty¢inky, kokl ¢i spirdly. Sklada se
z peptidoglykanové bunécné stény, nukleoidu (nukleova kyselina s DNA obalena
proteinovou kapsidou), cytoplazmy, plazmida a ribozomt. Déli se binarné. Velikost se
pohybuje mezi desetinami a desitkami mikrometr. Bakterie jsou nejrozsifencjsi
skupinou organismil na svété (Treml a kol., 2014).

Bakterie se nejcastéji za pomoci klistéte dostane do organismu hostitele pies
kazi. Pokud se bakterie do organismu dostane, zacne se binarn¢ délit. Inkubacni doba je
¢asovy interval potfebny k pomnozeni bakterii po vniknuti do organismu. Jak rychle se
zaéne bakterie v organismu mnozit, zalezi na funkénosti imunitniho systému. Zivému
organismu nemusi Skodit jen samotna bakterie, ale 1 toxiny, které produkuje. Jak siln¢ se
bakterialni ndkaza projevi zalezi na mnoha faktorech. Naptiklad na imunitnim systému,
na druhu bakterie nebo na pfipadném podani medikamentl. Bakteridlni ndkazy mohou
byt lehkého typu nebo naopak smrtelné nebezpecné.

Rozlisujeme dva typy patogennich bakterii. Prvnim je striktni (obligétni)
patogen, ktery zpiisobuje nemoc vzdy. Druhym typem je oportunisticky patogen. Tyto
patogeny jsou bézn¢ ptitomné jako soucdst mikroflory, bez kterych by dochézelo
k travicim problémim. Mohou Skodit jen za urcitych podminek (Murray a kol., 2012).

Nejvyznamnéj$imi bakteriemi pienaSenymi ornitofilnimi klist'aty jsou Rickettsia
rickettsii, Anaplasma phagocytophilum, Borrelia burgdorferi. Jde ptfevazné
o gramnegativni bakterie. Tyto bakterie maji sténu tvofenou liposacharidy a svrchu

prevrstvenou druhou bunénou membranou (Fajfrlik a Kopecky, 2008).
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2.6.3. Protozoarni onemocnéni

Protozoéarni onemocnéni je onemocnéni zptisobené prvokem (protozoa). Prvok je
jednobunéény organismus, eukaryotniho typu. Oznaceni protozoa lze také pielozit jako
»prvotni Zivo¢ichové®.

Skladé se z cytoplazmatické membrany, ktera tvoii bunécny obal. Uvnitt se
cytoplazma, ve které se nachézi jadro prvoka. Cytoplazma se skladd ze dvou vrstev:
ektoplazmy a endoplazmy. Ektoplazma je vnéjsi, pevnéjsi vrstva cytoplazmy, zatimco
endoplazma je tekutcjsi, vnitini vrstva cytoplazmy. U nékterych druht prvokl se mize
vyskytovat trichocysta, jsou to tyCinky reagujici na podrazdéni. Kazdy prvok ma usta
(cytostoma), bunécny hltan (cytopharynx), potravni vakuolu a bunécnou fit’ (cytopyge).
Také ma kontraktilni vakuolu, slouzici pro regulaci vody tzv. osmoregulaci.
V cytoplazmatické membrané jsou nejcastéji pfitomny brvy (cilie), biCiky (flagella)
&i jiné pohybové mechanismy (Rihova - AmbroZova, 2007). Pokud prvok pouZiva tyto
pohybové aparaty, jedna se o pohyb aktivni. Potravu pfijimaji difazi pies
cytoplazmatickou membranu. Druhy zplisob piijimani potravy je endocytoza.
Endocytoza je dvojiho typu: pinocytdza nebo fagocytéza. Pinocytoza se od fagocytozy
lisi ve velikosti pohlcovanych makromolekul, u pinocyt6zy jde o mensi makromolekuly.
RozmnoZovani je pohlavni nebo nepohlavni cestou.

U klistat je nejznaméjSim prozotodrnim onemocnéni babesidza, kterou
zpusobuje Babesia microti v Americe a v Evropé Babesia divergens. Zminéné
onemocnéni se vyznacuje hromadnym rozpadem cervenych krvinek (hemolyza),
inavou, nechutenstvim, bolesti kloubti a svalti. Casto doprovazi lymskou borreliozu

(Ml&och, 2012).

Obrazek ¢. 12: Babesia microti

Upraveno dle:
http://www.collectio-jav.estranky.cz/clanky/babesiosis/babesie-prvok-prenaseny-

klistat.html
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2.7. Zastupci patogennich pavodci

2.7.1. Rickettsia

Rickettsia je rod bakterii z celedi Rickettsiaceae. Jsou to gramnegativni
nepohyblivé  bakterie, kokovittho az  tyCinkovit¢tho tvaru  (pleomorfni
mikroorganismus). Velikost se pohybuje v fadi jednotek mikrometri. Jedna se
o intracelularni patogenni bakterie, tzn. Ze zptisobuji onemocnéni a napadaji vnitini ¢ast
buniky. Narusenim cytoskeletu se dostanou dovnit bunky, kde se rozmnozuji. Vnéjsi
vrstva je tvorena z lipopolysacharidii. Nedokazi sami vyhledavat své hostitele, proto pro
svlij prenos potiebuji vektor. Vektorem miize byt naptiklad klisté, rozto¢, veS nebo
blecha. Slouzi i jako pfenaSeci této bakterie na clovéka (Rosenauerova, 2014).

Ovsem jen nekteré druhy jsou pro Clovéka patogenni. Je zndmo okolo 12 druhti
bakterie Rickettsie.

Rickettsiéza je jedna z nejcastéjSich cestovatelskych chorob, kterou se lze
nakazit v oblasti Stfedomoti, Blizkého vychodu a Afrického kontitentu. Jsou
charakterizované nahlym vznikem, febriliemi, primarni 1ézi a vysokymi horeckami
doprovazené bolestmi po celém téle.

Rickettsie je mozno u laboratornich zvifat izolovat i za dlouhou dobu po
vypuknuti akutni ndkazy. U lidi byly ptitomny v lymfatickych uzlinach i po 1 - 2 letech
od onemocnéni. Tato pozorovani se tykala predevSim R. tsutsugamushi, R. rickettsii,

R. prowazekii.

2.7.1.1. Rickettsia rickettsii

Poprvé byla popsana roku 1922. Rickettsia rickettsii patii mezi patogenni
mikroorganismy. Tato bakterie zpiisobuje onemocnéni zvané ,,Horecka Skalistych hor*.
Toto onemocnéni se vyskytuje predev§im v Americe. Jde o infekéni onemocnéni
pfenasené vektorem, v tomto piipadé klistétem. Projevem je vysokd horecka, jak je
patrné z ndzvu, velkou bolesti svalli a hlavy. Objevuje se po 1 az 5 dni vyrazka, nejdiive
na rukou a nohou, poté po celém téle s vyjimkou oblideje. Casto doprovazena
horeckami. Vyrazka ptipomina drobné, Cervené skvrny, které se vSak mohou v del§im
Casovém intervalu podobat podlitinam. Nejcastéji k tomuto jevu dochazi v souvislosti
s poruSenim endotelu cév. Pfiznaky se objevi 1 az 2 tydny po kousnuti klistétem. Poprvé
byla tato ndkaza objevena ve Skalistych horach. Jedna se o vzacné onemocnéni, avSak

velice zavazné (Plesnik, 2003).
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Dalsimi velice patogennimi bakteriemi pro ¢lovéka jsou Rickettsia prowazekii,
ktera zptisobuje epidemicky skvrnity tyfus. Rickettsia sibirica zpusobujici severoasijsky
tyfus. Rickettsia conorii, pivodcem marseillské horecky (Africkd klistova horecka).
Rickettsia tsutsugamushi zpusobujici onemocnéni jménem tsutsugamushi (japonska

ficni horecka). Rickettsia slovaca vyskytujici se na Slovensku je také velmi patogenni

bakterie (Kenneth, 2012). 2, DT S
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Obrazek ¢. 13: Rickettsia rickettsii 4 i

Upraveno dle: http://www.infection-research.de/perspectives/

view/detail/23/a_tick too close
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Obrazek €. 14: Pocet hlasenych ptipadt Horecky Skalistych hor v USA
Upraveno dle: http://bioweb.uwlax.edu/bio203/s2008/gibson_chel/Habitat.htm
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2.7.1.2. Vliv Rickettsie ve valce

Je nutné si uvédomit, Ze tato bakterie se vyskytuje jiz n€kolik stoleti a vyrazné
ovlivnila klicové momenty d¢&jin. Pfedpoklada se naptiklad, ze skvrnity tyfus (ptivodce
Rickettsia prowazekii) devastujici francouzské vojaky byl s velkou pravdépodobnosti
hlavni pfi¢inou porazky napoleonského tazeni na Moskvu. JelikoZ se toto onemocnéni
Casto §ifi 1 ve véznicich, které poskytuji vhodné prostiedi pro vS$i Satni, fikd se mu
rovnéz horeCka veézenskd. Posledni velkd epidemie skvrnitého tyfu na uzemi
Ceskoslovenska se vyskytla v roce 1945 pravé ve véznici v Malé pevnosti v Terezing
aipo oficialnim ukonceni druhé svétové valky si stale vybirala obé€ti na Zzivotech.
Jméno skvrnitého tyfu je odvozeno z feckého vyrazu ,,typhos”, tedy koutovy ¢i mlhavy,
coz souvisi s otupé€losti pfiznacnou pro toto onemocnéni. Piidavné jméno ,,skvrnity”
odkazuje na typickou vyrazku ptedev§im v oblasti trupu (odtud téZ ,,skvrnivka").

Béhem prvni svétové valky fadil skvrnity tyfus hlavné mezi vojéky na vychodni
fronté. Jen v Rusku zabil vice neZ tf1 miliony lidi, dalsi pak v Polsku a na Balkané, kde
umrtnost misty dosahovala neuvéfitelnych Ctyficeti procent. Ani po skonceni valky
nebylo nebezpeci zazehnano a do roku 1922 zabil skvrnity tyfus jesté dalsi tfi miliony
lidi (Votypka, 2014).

Hlavné obdobi prvni svétové valky je znatelné€ spjato s vyzkumem skvrnitého
tyfu a objevem jeho ptivodce ze strany Ceského rodaka Stanislava Provazka (Stanislaus
Josef Mathias von Prowazek), ktery se roku 1913 - 1914 zabyval studiem a vyzkumem
této choroby. Pii vyzkumu v némecké vézenské nemocnici se vsak S. Provazek tyfem
sdm nakazil a brzy nato zemfel. Jeho brazilsky kolega Henriquem da Rocha Lima vSak
jeho praci dokoncil a na pocest svého pfitele pojmenoval ptivodce tohoto onemocnéni
Rickettsia prowazekii.

Na zacatku 30. let 20. stoleti bylo jiz mozné odlisit epidemicky skvrnity tyfus,
prenaseny vsi Satni, od endemického murinniho skvrnitého tyfu, prenaSen¢ho blechami
potkanti a krys. Pivodcem edipemické skvrnivky je Rickettsia prowazekii, puivodcem

murinni skvrnivky je Rickettsia mooseri (Plesnik, 2001).
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2.7.2. Anaplasma phagocytophilum

Anaplasma phagocytophilum, dfive zndma jako Ehrlichia equi, je gramnegativni
bakterie, pleomorfniho tvaru, tj. mize mit tvar kokd, ale i tyCinek. Tyto dva znaky ma
spolecné s bakterii Rickettsia rickettsii. Na rozdil od této bakterie nema Anaplasma
phagocytophilum v bunécném obalu lipopolysacharidy, jen nizké mnozstvi
peptidoglykanu (Votava, 2005). Velikost je 0,1 az 0,2 mikrometri. Poprvé byla popsana
roku 1996. Je to obligatné intracelularni bakterie.

Tento drobny mikroorganismus zpusobuje hore¢naté onemocnéni zvané ,,Lidska
granulocytarni anaplazmoéza® (ehrlichiéza) LGE - Human Granulocytic Ehrlichiosis
(HGE). Vektorem tohoto patogenu je nejcastéji klisté, predevSim rodu Ixodes.
Anaplasma phagocytophilum pteziva u klistéte ve slinnych zlazach. Neprodlené poté,
co klisté¢ nalezne svého hostitele a zacne sat, pomoci slin pfeda tuto bakterii hostiteli.
Nasledné se bakterie S$ifi krvi a lymfatickymi cestami hostitele. Napada bunky
imunitniho systému, tedy bilé krvinky zvané granulocyty, které jsou odpovédné za
imunitni reakci organismu. Nejenom, Ze bilé krvinky napada, také se v nich dale mnozi
a nasledné je zni¢i. Zptsobuje horecnaté stavy, zimnici, bolest svalli, hlavy a kloubd,
poceni, malatnost &i zvraceni (Cerny a kol., 2008). Tyto piiznaky mohou také
pfipominat jind onemocnéni jako jsou mononukledza ¢i borelidza. Pfiznaky se projevi
jiz par dni po napadeni klistétem. Casto byva doprovazena leukémii. JelikoZ se jedna
o bakterii, lécba probihd podanim antibiotik. MiiZe zpisobit smrtelnd onemocnéni, ale

také druhotné infekce.

Obrazek €. 15: Anaplasma phagocytophilum v

d ;
Anaplasma phagogo;o

courtesy medscape.com -

leukocytu (morula)

L
Upraveno dle:

http://www.vetmed.auburn.edu/anaplasmosis_canine/feline#. VFFXTniMcxA
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2.7.3. Borrelia burgdorferi

Borrelia burgdorferi je gramnegativni bakterie spiralovit¢ho tvaru (spirocheta).
Velikost se pohybuje v fada desitek mikrometrt. Jde o mikroorganismus, ktery pro svou
existenci vyzaduje niz8i obsah kysliku nez je v atmosféfte, tj. mén¢ nez 21 %. Generacni
doba (tj. doba potiebna pro zdvojnasobeni bunééné populace v hostitelském organismu)
se pohybuje okolo 18 hodin a vice. Tato bakterie je pojmenovana po svém objeviteli
Willym Burgdorferovi. Je pienasena pfimym kontaktem s klistétem, nebo pfenosem
z dospélé samicky na cCast jejich vajicek (Kimmig a kol., 2003). Zptisobuje onemocnéni
jménem lym(e)ska borrelioza (Machacek, 2013).

Lymska borrelioza je infek¢ni onemocnéni pienasené klistaty, patogen se mnozi
ve stieve klistéte, a poté se dostava do jeho slinnych zlaz. Po piisati ho klist¢ preda
hostiteli. Zavaznost tohoto onemocnéni ve svéte stoupa. Poprvé bylo popsano Allenem
Steerem roku 1975 v Lyme ve staté Connecticut. Pfipady vyskytu této zoondzy stoupaji
u pacienti starSich 40 let.

Lymska borreliéza ma specifické ptiznaky. Nejdiive se objevi Cervena skvrna
okolo mista, kde bylo pfisaté klist€¢ (prvni stadium). Skvrna se zvétSuje az ma vybledly
stied. VétSinou je veétsi jak 5 cm. DalSimi pfiznaky jsou horecka, zimnice, bolest hlavy,
svali a tUnava. Casté byva i zeslabeni imunity organismu. Pokud nepodstoupi
infikovany cloveék 1écbu, dostavi se v delSim casovém intervalu piiznaky druhého
stddia. Dostavi se postizeni nervového, kloubniho a vaskuldrniho systému, poruchy
citlivosti a hybnosti, které mohou pfejit az v obrnu. Dale to mohou byt zanétlivé projevy
dalSich ¢asti pohybového aparatu. Jednd se tedy zeyjména o zéncty Slach, vazl

a kloubnich pouzder (Kufner, 2012).

2.7.4. Rod Babesia

Babesia je jednobunécny parazit, obligatn¢ parazitujici v krevnich buiikach
(intracelularn€), casto zndmy pod ceskym ndzvem klisténka. Tento prvok pochazi
zkmene vytrusovcl (Apicomplexa), tiidy krvinkovky (Aconoidasida). Velikost se
pohybuje v fddu mikrometrti. Pfeziva uvnitt ¢ervenych krvinek (erytrocytt), ve kterych
vytvaii své stddium zvané merozoit. Poté, co klist€¢ nasaje krev infikovanou Babesil,
zaCne se mnozit v travicim traktu kliStéte a infikuje 1 jeho vajicka. Po ptisati klistéte se
tento patogen dostane do dal$iho hostitele (Mehlhorn a Schein, 1984).

Je znamo ptiblizn¢ 100 druht tohoto parazita napadajici jak domestikovana tak

divoka zvifata. VétSina druhovych jmen babesii je odvozena od latinskych ndzvi jejich
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hostitelti. Naptiklad Babesia bovis a Babesia divergens napadaji skot, Babesia ovis
a Babesia matasi napadaji ovce a kozy, Babesia caballi napada koné€, Babesia felis
kocky, Babesia canis psy, Babesia microti a Babesia rodhaini napadaji hlodavce.
Babesia divergens je nejcastéj$im parazitem napadajicim skot s nejvyssi mirou vyskytu
v Evropé stiedni a vychodni. Vektorem je piedev§im klist¢ obecné (Ixodes ricinus).
Dalsi Babesii ptenaSenou rodem Ixodes je Babesia microti, parazitujici na hlodavcich.
U Clovéka je tento patogenni prvok plivodcem infekéniho onemocnéni jménem
babesioza.

Babesidza je velmi vzacné lidské onemocnéni vyvolavané zpravidla v Americe
B. microti a v Evropé B. divergens (Kimmig a kol., 2003), ziidka doprovazejici lymskou
borrelidzu. Miize mit imunodeficitni ale 1 smrtelné nasledky. Protilatky k B. microti se
vyskytuji 1 u lidi ve stfedni Evropé€, proto je mozné, ze lehké infekce unikd pozornosti
(Bednaf aj., 1996).

Prvni pfiznaky se dostavi do Sesti tydnl po piisati klistéte. Zpravidla
onemocnéni zacind vysokou horeCkou a silnou zizni. Muze se projevit nechutenstvi,
unava, nevolnost, zvraceni, horecka a zimnice. Také casto postihuje psychiku.
U nemocnych se také mtize dostavit Zloutenka ¢i tmava moc.

Lécba probihd pomoci antiprotozoik €i antibiotik. V piipad€ antiprotozoik se
jedna o specidlni antibabesialni pfipravky urené jen pro tohoto prvoka. Dalsi mozna
lécba je transfuze krve, kterd zmirni mnozstvi patogenu v krvi. V neposledni fad¢ je

dilezité dbat na dostateCnou prevenci proti napadeni klist'aty, jde tedy i o prevenci proti

Babesii.

o o * '
Obrazek ¢&. 16: Babesia canis ’?. — &
Babesia psi, uvnitt ¢ervenych krvinek . _ o

“0 L\ T

Babesia canis (arrow) within a red blood cell

Upraveno dle:

http://www.capcvet.org/capc-recommendations/canine-babesiosis1/
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2.7.5. Arboviry

Arboviry se fadi do vice Celedi virt, které maji spolecné pienasece. Nejcastéji
jsou to klistata a komati. Poprvé byly arboviry popsany roku 1942 ve stepni Casti
Krymu. ,,Arbovirus* je ptekladem z anglického vyrazu arthropod-borne virus, coz lze
ptelozit jako virus pfenaseny Clenovci (Hubdlek a Halouzka, 1996).

Je zndmo pfiblizn¢ 500 arbovirti, z toho okolo 25 % druhti zptisobuje zavazna
onemocnéni Elovéka. V Ceské republice je znamo 8 zastupci.

V  naSich zemépisnych podminkach je nejvyznamngj$i arbovirézou
sttedoevropska klistova encefalitida (Stankova, MareSova, Vanista, 2008).

Pfenos probiha ptfevazné pies krev infikovaného ¢lenovce. Diky zménam
klimatu, rozvoji zemédélstvi a cestovniho primyslu se arboviry rozsifuji i do mist, kde
nebyly nikdy nalezeny.

Tyto viry zplisobuji onemocnéni jménem arbovirdzy, zoondzy podobné klistové
meningoencefalitidé. Mohou mit klidny pribéh (Unava, bolest hlavy) ale mohou
1 zahrnovat komplikace ohroZzujici lidsky Zivot. Onemocnéni miZe mit rizny charakter,
jako napftiklad charakter febrilniho onemocnéni spojeného s vyrazkou nebo jako
hemorhagickd horecka dengue. Arboviry mohou také vyvolavat akutni infekéni
onemocnéni jménem Zluta zimnice (Plesnik, 2003).

Prevence proti arbovirii je vyhnout se napadeni klistaty a komary, ktefi jsou

pfenaseci.

Obrazek €. 17: Arbovirus

Upraveno dle:

http://en.wikipedia.org/wiki/Arbovirus#mediaviewer/File:Rift Valley fever tissue.jpg
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2.7.6. Coxiella burnetti

Coxiella burnetti (dtive Rickettsia burnetii) je infekéni gramnegativni bakterie,
fadici se mezi Rickettsie, do Celedi Rickettsiaceae. Mnozi se pii nizkém pH, je velmi
obavanym intracelularnim patogenem pro svou nizkou infek¢ni davku. Napada
monocyty a makrofagy. Jedna se o bakterii zptisobujici onemocnéni zvané Q horecka.

Poprvé Q horecku popsal v roce 1937 Edward Holbrook Derrick (1898 - 1976)
u zaméstnancu jatek v Brisbane v australském Queenslandu (Fabidnova, Benes, 2010).
V naSich zemépisnych podminkach je Q horecka rozsifena od 50. let tedy po 2. svétové
valce, avSak bézné¢ se u nas nevyskytuje. Prvni epidemie se objevila na prazskych
jatkéch. Jde o zoonozu s piirodné ohniskovym charakterem. Pfenos probihd inhalaéni
cestou, vdechnuti ¢astic kontaminovanych Coxiellou burnetti, nebo muze také probihat
za pomoci infikovaného klistéte. Inkubacni doba je 2 - 3 tydny. VétSina infekei u lidi je
prostiednictvim kontaktu s dobytkem, ovcemi a kozami. Nejméné jsou ohrozeny Selmy.
U prezvykavci se nejcastéji vyskytuje mastitida a u biezich samic potraty.

Q horecka zahrnuje fadu ptiznaka, ale muze 1 probihat asymptomaticky.
Nejcastéji se projevi pneumonie, respiracni infekce, kasel, bolest hlavy, svall, kloubi,
po delSim casovém intervalu (n€kolik dnil) se patogen mize rozsifit do celého
organismu (Pivoiikova, 2004).

Anatomicky nalez nejcastéji vykazuje postizeni plic v podobé ,uzlika®, které
jsou rozpoznatelné na rentgenu.

Diagnostika probihd makroskopickym a sérologickym vysetienim, flotacni
metodou a zjisténim mnozstvi protilatek v téle — IgG nebo IgM (Fabianova, Benes,
2010).

Terapie probihd pfii hospitalizaci pfedev§im na infekénim oddéleni, kde jsou
podavana antibiotika jako tetracyklin nebo doxycyklin po dobu jednoho tydne (Havelka,
2003).

Obrazek €. 18: Coxiella burnetti ptivodce
Q horecky

Upraveno dle: http:/ec.cotot.com/q-horecka
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3. CIL PRACE

Cilem této prace je laboratorni diagnostika slouzici k detekci patogennich
mikroorganismii pfendsenych ornitofilnimi klistaty. Z vyizolovanych nukleovych
kyselin klistat se pomoci molekularné-biologickych metod (PCR, elektroforéza)
detekuji geny odpovidajici danému patogenu. Tato prace je zaméfend na zpracovani
vzorkt kliStéte Ixodes lividus a detekci patogenni Rickettsie spp. s nim spojené. Klistata
byla odebrana z nor biehuli fi¢nich (Riparia riparia). Detekce probihd pomoci

amplifikace glt4 a ompA gen.

4. MATERIALY A METODIKA

4.1. Puvod vzorku

Pro zjisténi patogenni DNA ve vzorcich kliStat Ixodes lividus byla pouZzita
klistata z piscitych nor brehuli fi¢nich v lokalitdch Pouzdrany, Vémyslice, Oleksovice,
Bozice MP (Martincova piskovna), Oslavany, Roudnice nad Labem, Cep, Liten, Srbsko,
Piiovice, Cernuc - nova, Lzin. Vzorky byly odebrany Mgr. Markétou Novikovou
a RNDr. Petrem Henebergem Ph.D. Sbér klistat probihal v kvétnu a zafi roku 2013.
Z nor byl odebran pisek, ktery byl pfebran a nalezena klistata byla odebrana a umisténa
do 70% etanolu. Identifikaci klistat provedla Mgr. Markéta Novakova dle
taxonomického kli¢e (Nosek a Sixl, 1972).

Z celkového poctu 144 klistat bylo nejvice zastoupeno vyvojové stadium larvy

cvwvr
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Lokalita

GPS souradnice

Pouzdfany
Vémyslice

Oleksovice

Bozice — Martincova piskovna

48.9245° N, 16.6248° E,
49.0277° N, 16.2341° E
48.8966° N, 16.2478° E
48.8230° N, 16.2502° E

Oslavany 49.1137° N, 16.3374° E
Roudnice 50.4157° N, 14.2237° E
Cep 48.9162° N, 14.8830° E
Liten 49.9189° N, 14.1589° E
Srbsko 49.9328° N, 14.1424° E
Priovice 49.5866° N, 13.8953° E

Cernuc - nova

LZin

50.3184° N, 14.2063° E
49.2297° N, 14.7750° E

Tabulka €. 2: Souradnice jednotlivych lokalit

Lokalita

Pouzdfany | Vémyslice | O

leksovice | Bozice MP

Oslavany

Pocet klistat

11 16

10 20

16

Pocet nor

5 5

2 3

4

Okres

Breclav Znojmo

Znojmo Znojmo

Brno — venkov

Datum sbéru

kvéten kvéten

kvéten kvéten

kvéten

Roudnice n.L. Cep

Liten Srbsko

Provice

Cernuc—nova

10 10

10 10

11

10

2 2

2 1

5 3

Litoméfice

Jind. Hradec

Beroun Beroun

Pfibram

Kladno

Tabor

kvéten zari

zari kvéten

kvéten

zari

zari

Tabulka €. 3: Lokality, pocet klist'at, pocet nor, okres, datum sbéru

4.2. 1zolace DNA

Proces slouzici k ziskani celkové DNA ze vzorku, v nasem piipad¢ z klistéte

Ixodes lividus. K izolaci DNA jsem pouzila metodu casov€é nenarocnou a méné

obtiznou. Pouzila jsem metodu alkalické hydrolyzy. Nejprve jsem si nachystala 1,25%

roztok hydroxidu amonného - NH,OH (Penta s.ro., Ceskd republika). Ukolem

hydroxidu amonného

je denaturace proteint.

Prvnim krokem byla piiprava vzorkt klistat. Klitata byla uchovana po sbéru
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v malych uzaviratelnych zkumavkéch se 70% etanolem (Sigma - Aldrich, Némecko).
Dale jsme si pfipravila filtraéni papir, na ktery jsem vyznacila kruhy (pro lepsi
oritentaci, zabranéni ztraté vzorku), do jejichz stfedu sem nasledné pinzetou vyndala
kliStata z etanolu, osusila a o€islovala. V kazdém kruhu bylo jedno klisté s pfifazenym
Cislem.

Dévkovani roztoku hydroxidu amonného 1ze volit dle vyvojového stadia klistéte.
Pokud byl vzorek larva nebo nymfa, pouzila jsem objem 250 pl roztoku, pokud se
jednalo o dospélé klisté, pouzila jsem 500 pl roztoku. Do novych, oznacenych
zkumavek s roztokem NH,OH jsem za pomoci pipety vlozila jedno klisté. Pro dikladné
a snaz8i rozruseni bunék a uvolnéni DNA do roztoku hydroxidu amonného bylo nutnosti
klistata v roztoku jemné rozmélnit. Kazdé klist¢ jsem tedy Cistou pipetovaci Spickou
rozmélnila o sténu zkumavky. Dobré provedeni bylo jasné€ zietelné rozpadnutim klistéte
na vice casti. Nasledné jsem peclivé zkumavku uzaviela a utésnila specidlnim
zameckem pro tento druh zkumavek. Zamecek chrani vicko zkumavky, aby pii vateni
nedoslo k wvystieleni vicka a moznym komplikacim v podobé ztraty vzorku
¢i kontaminaci ostatnich vzorkl. V tomto ptfipadé€ by doslo k znehodnoceni vzork.

Piipravené zkumavky jsem umistila do termobloku (Mixing block MB 102,
Bioer, Cina). Termoblok byl pfedehfat na 100 °C né&kolik minut pfed umisténim
zkumavek. Vzorky jsem nechala zahtivat 30 minut, poté jsem je vyjmula a nechala
vychladnout ve stojanu. Z vychladlych zkumavek jsem odstranila zamecky. Nésledné se
vzorky zcentrifugovaly pii 3000 rpm, po dobu 1 - 2 minut.

Jako posledni krok jsem oteviené zkumavky opét umistila do termobloku
predehiatého na 100 °C, pfiblizné na 20 minut. V tomto pfipadé¢ byly zkumavky
oteviené, aby doSlo k odpafeni vzorku na polovicni objem, a tim doslo
ke zkoncentrovani obsahu DNA. Po odpateni vzorku na poloviéni objem jsem nechala

zkumavky vychladnout a s izolovanou DNA jsem je dale skladovala pfi teploté -18 °C.

4.3. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Dalsim krokem bylo namnozeni (amplifikace) useku DNA pomoci
polymerazové fetézové reakce.

Useky, které se maji amplifikovat, musi byt ohrani¢eny na za¢atku a na konci
tzv. primery. Pro detekci genu glt4 kodujici enzym citratsyntazu jsem pouzila primery
CS-78 a CS-323 (Labruna a kol., 2004) a pro detekci genu ompA, ktery kdduje protein
OmpA, jsem pouzila primery Rr.190.70p a Rr.190.602n (Regnery a kol., 1991). Daéle
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jsem pro smés PCR pouzila MasterMix (TopBio s.r.o., Cesk4 republika), PCR vodu
(TopBio s.r.o., Ceska republika), izolovanou DNA kli§tat. Viechny vzorky jsem nechala
rozmrazit a nasledné umistila na vortex promichat (Vortex MS 2 Minishaker IKA -
WORKS, USA).

Dale jsem si nachystala zkumavky pro piipravu zasobniho roztoku a potfebné
mnozstvi mikrozkumavek tzv. stript. Tyto stripy jsou od vyrobce spojeny po 8 kusech.
Vzdy jsem stripy oznacila + ( pozitivni kontrola), — (negativni kontrola) a dale Cisly
klist'at, ktera se v danych stripech analyzovala. Popis jsem uvedla z boku a z horni
strany stripu (na vicko). Pro kazdy vzorek jsem si pfipravila dle potfeby dané poctem
momentalng analyzovanych vzorkid ur¢ité mnoZstvi zdsobniho roztoku s reakéni smési
v odpovidajicim poméru, slozené z dvojice primerti, MasterMixu a PCR vody.

Tento zasobni roztok jsem promichala a rozpipetovala do predem popsanych
stripti. Déle jsem do kazdého stripu pfidala odpovidajici izolovanou DNA (Tabulka €. 6,
7). Stripy jsem ditkladné uzaviela a vlozila do centrifugy, aby na vicku nezistaly kapky
reakéni smési. Nasledn¢ jsem takto pfipravené vzorky umistila do termocycleru XP

cycler (BIOER, Cina) a zvolila pfislu$ny program a objem 25 pl (Tabulka &. 4, 5).

Tabulka €. 4: Program piistroje termocycler pro amplifikaci DNA (PCR)

Gen gltA

Primery CS-78 a CS-323

95 °C 5 min

95 °C 15 sec \

50 °C 30 sec 739X
72 °C 30 sec

72 °C 7 min

4°C o
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Tabulka €. 5: Program pfistroje termocycler pro amplifikaci DNA (PCR)

Gen ompA
Primery Rr.190.70p a Rr.190.602n
95 °C 5 min
95°C 40 sec \
58 °C 30 sec >3>4x
72°C 45 sec
72°C 10 min
4°C o0

Tabulka €. 6, 7: Mnozstvi jednotlivych slozek v PCR smési

Gen gltA

Gen ompA

Primery CS-78 a CS-323

Primery Rr.190.70p a Rr.190.602n

1 PCR smés 25 pl

1 PCR smés 25 pl

MasterMix 12,5 pl MasterMix 12,5 pl
Primer CS-78 1,25 pl Primer Rr.190.70p 1,25 pl
Primer CS-323 1,25 pl Primer Rr.190.602n 1,25 pl

PCR voda 7,5 pl PCR voda 7,5 pl
Izolované DNA 2,5l Izolované DNA 2,5 pl
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Pro analyzu Rickettsii jsem pouzila jiz zminéné dva geny. Gen glt4, ktery kdduje enzym

citratsyntdzu a gen ompA, ktery koéduje protein OmpA. Gen glt4 detekuje vSechny

druhy Rickettsii, gen ompA slouzi k detekci SFG Rickettsii tzn., ze tento gen slouzi

k detekci skupiny Rickettsii zptusobujicich skvrnité horecky.

Tabulka ¢.

8: Piehled vybranych primert pifi PCR amplifikaci genu a jejich

oligonukleotidové sekvence ve sméru 5" —» 3. Barevné zvyraznéné primery a jejich

oligonukleotidové sekvence pouzity v této bakalaiské praci.

Bakterie Cilovy gen Primer Oligonukleotidova sekvence (5" - 3")
Rr.190.70p ATGGCGAATATTTCTCCAAAA
OmpA
Rr.190.602n AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT
Rickettsia spp.
CS-78 GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT
gltA
CS-323 GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT
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4.4. Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza je druh elektroforézy, jejimz principem je vyuziti gelu (za
ucelem vizualizace DNA) o odlisné velikosti por,, pfes které se fragmenty
makromolekul pohybuji.

Prvnim krokem byla pfiprava 1,5% agardézového gelu. Pfipravila jsem si
vhodnou vanicku a vhodny ,,hieben®, ktery jsem umistila do specidlnich uchytek ve
vanicce. Ke zjisténi, zda je vani¢ka ve spravné vodorovné poloze, slouzi vodovéha,
ktera odhali piipadné odchylky od roviny. V tomto ptipad¢ by doSlo k nezddoucimu
nerovnomérnému rozlozeni gelu.

Pro zhotoveni agardzového gelu jsem si pfipravila Erlenmayerovu banku, do
které jsem odmeétila 80 ml TBE pufru (tris-EDTA-boratovy), 1,2 g agardzy (SeaKem®
LE Agarose, Rockland, ME USA) a promichala. Gel jsem dala do mikrovinné trouby
rozvafit pfi vykonu 450 - 500 W po dobu 2 - 3 minut, dokud nedoslo k tGplnému
rozpu$téni agardzy. Béhem rozvateni gelu je nutné obcasné promichani. Po dikladném
rozpusténi agardzy v pufru jsem za stalého michani smés ochladila pod tekouci vodou
piiblizné na 45 °C. Do rozvafeného a ochlazeného gelu jsem za pomoci pipety piidala
80 ul barviva Midori Green Advance-product zfedéného 50x (MGO04, Elisabeth
Pharmacon, spol. s.r.o, Ceska republika).

V tomto sloZzeni jsem gel promichala a nalila do vanicky s pfipravenym
hiebenem. Bylo nutné gel nalévat opatrné, ale také dost rychle, aby nezacal tuhnout jiz
v barce. Poté jsem zkontrolovala, zda nejsou v gelu nevhodné bublinky, ktery by mohly
elektroforézu znehodnotit. Gel jsem nechala ztuhnout 30 - 35 minut za pokojové teploty.

Po uplynuti doby jsem zkoutrolovala, zda je gel dostatecné ztuhly a vyjmula
jsem hieben. Gel s vanickou jsem pfesunula do elektroforetické vany s pufrem TBE.
Zkontrolovala jsem mnozstvi pufru a v ptipadé€ nedostatku jsem jej doplnila, aby byl gel
v pufru ponoten. Do prostiedni jamky jsem napipetovala 3 pl DNA markeru tzv. zebtiku
(Quick-load ® 100 bp DNA Ladder, BioLabs, Velka Britanie) a do jednotlivych jamek
jsem napipetovala po 5 ul PCR produktt.

Elektroforetickou vanu jsem pfiklopila jejim vikem a ujistila se, Ze odpovidajici
elektrody jsou spravné zapojené. Jelikoz ma DNA zaporny naboj, DNA molekuly putuji
tedy k anodé¢ (kladny naboj). Vanu jsem pfipojila ke zdroji napéti PowerPac 3000
(BioRad, USA) a nastavila piislusné parametry. Elektroforéza probiha pti napéti 120 V
a proudu 400 mA po dobu 20 - 30 minut.
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4.4.1. Vizualizace gelu

Po provedeni gelové elektroforézy je nutné provést vyhodnoceni vysledka
a zhodnotit prib¢h elektroforézy. Gel jsem vyjmula z elektroforetické vany a umistila
jsem ho do fotografického pfiistroje s UV osvétlenim - fotoluminatoru (MF - ChemiBIS
3.2, Biolmaging Systems, Izrael). Gel bylo nutné pii presunu do pfistroje neposkodit.
Ptistroj je ptipojen k PC. Pro odpovidajici zobrazeni jsem nastavila v programu Gel
Capture ptislusné parametry (gain 1, resolution 1, ¢as expozice 400 ms) pro foceni a gel
vyfotila pii UV osvétleni zdola. Ziskana fotografie byla uloZena a patfi¢né popsana

(¢isla vzorkt klist’at, jaky gen/primer, standard, pozitivni a negativni zkouska).

anoda +

+ - R L3 L4 L6 L28L64L68 R L3 L4 L6 L28 L64L68 10S

Fotografie ¢. 3: Priklad vyfoceného gelu s odpovidajicim popisem (bp = pary bazi).

Fotografie ¢. 4: Piiklad vyfoceného gelu s odpovidajicim popisem.

Standard

v

+ = L10L11L12L13 L14L15L16 L17 L18 L19 L20 L21 L22 L23 L24 L25

Smér putovani
molekul DNA

Katoda -
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4.4.2. Pristroje

Termoblok (Mixing block MB 102, Bioer, Cina)

PCR - box UV4 PCR (SCIE - PLAS, Velka Britanie)

Vortex (MS 2 Minishaker IKA - WORKS, USA)

Termocycler XP cycler (BIOER, Cina)

Mikrocentrifuga MC 6400 (Chemos, Ceska republika)

Zatizeni pro gelovou elektroforézu a zdroj elektrického napéti Power Pac 3000
(BioRad, USA)

Fotograficky pfistroj s UV osvétlenim - fotoluminator (MF - ChemiBIS 3.2,
Biolmaging Systems, 1zrael)

Elektroforeticka vana (BioRad, USA)

MikrovInna trouba (Hitachi, Japonsko)

Digitalni vahy (AND, Japonsko)

4.4.3. Spoti‘ebni material
Tenkosténné PCR mikrozkumavky
Zkumavky typu Eppendorf
Nastavitelné mikropipety
Jednorazové pipetovaci Spicky
Erlenmayerova batka

Ochranné rukavice

Filtraéni papir

Zamecky na zkumavky typu Eppendorf

4.4.4. Pouzité chemikalie

1,25% roztok hydroxidu amonného - NH,OH (Penta s.r.0., Ceska republika)

70% etanol (Sigma - Aldrich, Némecko)

Primery CS-78 a CS-323 (Labruna a kol., 2004)

Primery Rr.190.70p a Rr.190.602n (Regnery a kol., 1991)

MasterMix (TopBio s.r.o., Ceska republika)

PCR voda (TopBio s.r.o., Ceské republika)

TBE pufr (tris-EDTA-boratovy)

Agardza (SeaKem® LE Agarose, Rockland, ME USA)

Barvivo Midori Green Advance-product (MGO4, Elisabeth Pharmacon, spol. s.r.o,
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Ceska republika)
DNA marker (Quick-load ® 100 bp DNA Ladder, BioLabs, Velka Britanie)

4.4.5. Statistické metody

V této bakalédiské praci jsou statisticky vyhodnocené vysledky v piehlednych
tabulkach. Pro sestaveni tabulky jsem pouzila program LibreOffice (Calc). Jako vychozi
data slouzily vysledky z gelové elektroforézy.
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5. VYSLEDKY

Z celkového poctu 144 vzorku klistat Ixodes lividus byla detekovana patogenni
Rickettsie spp. v kazdé lokalité. Pro priikkaz tohoto patogena v lokalité staci nalézt jediné
infikované klisté. Diky tomuto faktu jsme vybrali minimaln€ 5 libovolnych klistat
z kazdé lokality, u kterych pokud se prokazala Rickettsie spp., nebylo nutné u dalsi
klistat provadét detekci.

Tabulka €. 9: Tabulka vysledkt prikazu Rickettsie spp.

PCR
Lokalita | Oznageni klistéte | Vyvoj. Stadium | Izolace n.k. Gen gltA Gen ompA
Primer
Primery CS-78 a| Rr.190.70p a
CS-323 Rr.190.602n

L1 M Ano + +

L8 L Ano + +

L9 L Ano A

L10 L Ano A A

L11 L Ano + +

Pouzdrany L12 L Ano + +
L48 N Ano
L49 N Ano
L50 L Ano
L51 L Ano
L52 L Ano

L4 M Ano + +

L5 N Ano +

L13 L Ano + +

L14 L Ano + +

L15 L Ano + +

L16 L Ano + +

L17 L Ano + +
. i L53 N Ano
Vemyslice 54 M N
L55 F Ano
L56 F Ano
L57 F Ano
L58 N Ano
L59 F Ano
L61 L Ano
L62 L Ano

L18 L Ano + +

L19 L Ano + +

L20 L Ano + +

L21 L Ano + +

. L22 L Ano + +
Oleksovice (73 L Ano
L74 L Ano
L75 L Ano
L76 L Ano
L77 L Ano
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L23 L Ano i +
L24 L Ano i +
L25 L Ano A AF
L26 L Ano 4= 4=
L27 L Ano AF +
L33 L Ano +
L34 L Ano +
L35 L Ano +
L36 L Ano +
.. L37 L Ano +
Bozice MP 78 N N
L79 L Ano
L80 L Ano
L81 L Ano
L82 L Ano
L83 L Ano
L84 L Ano
L85 L Ano
L86 L Ano
L87 L Ano
L3 F Ano AF +
L28 L Ano 4 +
L29 L Ano 4 +
L30 L Ano AF +
L31 L Ano + +
L32 L Ano +
L88 F Ano
I L89 L Ano
il L90 L Ano
L91 L Ano
L92 L Ano
L93 L Ano
L94 L Ano
L95 L Ano
L96 L Ano
L97 L Ano
L38 L Ano AF +
L39 L Ano + +
L40 L Ano + +
L41 L Ano AF +
. L42 L Ano + +
Roudnice n.L. 98 L Ano
L99 L Ano
L100 L Ano
L101 L Ano
L102 L Ano
L43 L Ano AF +
L44 L Ano + +
L45 L Ano i +
L46 L Ano A AF
L47 L Ano A AF
cEp L103 F Ano
L104 L Ano
L105 L Ano
L106 L Ano
L107 L Ano
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L108 Ano A a5

L109 L Ano + +

L110 L Ano + +

L111 L Ano + +

o L112 L Ano + +
Lt 113 L Ano
L114 L Ano
L115 L Ano
L116 L Ano
L117 L Ano

L118 L Ano + +

L119 L Ano + +

L120 L Ano o +

L121 L Ano S e

L122 L Ano A S
SHEND 123 L Ano
L124 L Ano
L125 L Ano
L126 L Ano
L127 L Ano

L7 N Ano + 4

L129 N Ano 1 +

L130 N Ano i 1

L131 N Ano S i

L132 N Ano S i
Pnovice L133 L Ano
L134 L Ano
L135 L Ano
L136 L Ano
L137 L Ano
L138 L Ano

L139 L Ano i e

L140 L Ano + +

L141 L Ano + +

L142 L Ano + +

= . L143 L Ano + +
Cernuc-nova L144 L ANoO
L145 L Ano
L146 L Ano
L147 L Ano
L148 L Ano

L149 L Ano + +

L150 L Ano + +

L151 L Ano o +

L152 L Ano S e

. L153 L Ano A 1
L2 L154 L Ano
L155 L Ano
L156 L Ano
L157 L Ano
L158 L Ano
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Z této vysledné tabulky lze vycist pocet klistat, u kterych byla provedena
detekce genu gltA, a u kterych detekce genu ompA. Gen git4 byl detekovan u 61 klistat
a gen ompA u 69 klistat. Vzdy bylo nejméné 5 klistat z urcité lokality detekovano jako
pozitivni jak pro gen gltAd, tak i pro gen ompA. Pokud detekce byla pozitivni, dalsi
klistata uz se neanalyzovala a v dané lokalit¢ byla prokdzéna Rickettsia spp. jako
pozitivni. U vSech vzorka byla provedena izolace DNA. Dale lze z tabulky vycist
jednotlivé lokality sbéru vzorkl s pfitazenymi &isly kligtat v Cechach a na Moravé,
vyvojova stadia klistat, zda byla provedena izolace DNA a vysledky detekce za pomoci
PCR.

Mezi zpracovavanymi vzorky bylo nejvice zastoupeno vyvojové stadium larvy.

V jednom piipad¢ dospé€lé samice klistéte Ixodes lividus byla detekce negativni,
proto jsem musela amplifikovat mitochondrialni 16S rDNA klistéte. Diky tomuto kroku
se ukézalo, Zze vzorek neobsahoval zddnou DNA. Pro tento fakt jsem klisté¢ vyradila

z detekce a misto n¢j analyzovala jiny vzorek z odpovidajici lokality.

Tabulka €. 10: Prikaz Rickettsie spp.

Priikaz Rickettsie

Lokalita SpPp-
Pouzdrany POZITIVNI
Vémyslice POZITIVNI
Oleksovice POZITIVNI
Bozice MP POZITIVNI
Oslavany POZITIVNI
Roudnice n.L. POZITIVNI
Cep POZITIVNI
Liter POZITIVNI
Srbsko POZITIVNI
Priovice POZITIVNI
Cernuc-nova POZITIVNI
Lzin POZITIVNI
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6. DISKUSE

Klistata jako parazit¢ sami o sob& nejsou pfili§ nebezpecni. Nebezpeci
ptredstavuji spiSe infekce, ve kterych klist¢ funguje jako pfenasec¢. Klist'ata mohou totiz
ve svém zazivacim ustroji a savém chobotu roznaset mezi hostitele patogenni viry
a bakterie. Pfenos onemocnéni prostfednictvim klistat je jednim z nejbéznéjSich
zpiisobtl pfenosu nemoci v Ceské republice, tato onemocnéni predstavuji také vazna
zdravotni rizika. Nejvice diagnostikovanym onemocnénim pfenaSenym prostfednictvim
klistéte je v nasi republice lymeska borrelioza a klistova encefalitida. Nizsi vyskyt pak
vykazuje onemocnéni zpiisobené bakterii Anaplasmou phagocytophilum. Odborné
studie ukazaly, Ze ve srovnani se séroprevalenci jinych klistaty prenosnych zoondz
u nds je zjistény vyskyt protilatek Anaplasmy phagocytophilum nejvyssi. Dé se tedy fict,
ze riziko nakazy zptuisobené touto bakterii je u nds vysoké.

Cilem této bakalarské prace byl prikkaz patogenni Rickettsie spp. ve vzorcich
ornitofilnich klistat Ixodes lividus u btehuli ficnich. Myslime si, Ze to je specificky
endosymbiont toho druhu klistéte, klit'ata maji rizné bakterie ve svém téle, mikrofloru
(viz. Noda a kol., 1997). Ve Velké Britanii chytali migrujici ptaky, mezi kterymi byly
bfehule fi€ni a na nich parazitujici . /lividus a v téch detekovali rickettsie se 100%
prevalenci (Graham a kol., 2010). Pro tento fakt jsme ptedpokladali, ze prikaz této
bakterie bude i v nasich vzorcich 100%. Tento ptedpoklad se laboratornimi analyzami
potvrdil, jelikoz v kazdé lokalité byl 100% prukaz Rickettsie spp.

Ptenos nékterych, jiz zminénych patogenii se d¢je v rdmci klisStové populace
pfevazné mezi jednotlivymi vyvojovymi stadii. Naptiklad z larvy na nymfu, z nymfy na
dospélého jedince. Miize se vSak vyskytnout i transovaridlni pfenos (vertikalni nebo-li
ptimy), jako v pfipadé Babesia canis, ktery se mize opakovat v nasledujicich 3 - 5
generacich daného parazita. Toto jsme vSak u naSich vzorka prokdzat nemohli, protoze
jsme nesledovali dlouhodoby vyvoj jednotlivych klistat a ptipadny vyskyt zminénych

patogenti ve vSech vyvojovych stadiich ¢i dokonce v jejich potomstvu.
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7. ZAVER

Hlavnim cilem této prace bylo izolovat a nasledné prokazat patogenni Rickettsii
spp. ve vzorcich klistat Ixodes lividus sesbiranych v norach biehuli fi¢nich roku 2013.
Z celkového poétu 144 vzorkd klistat, z 12 lokalit v Cechach a na Moravé byl pritkaz
této patogenni bakterie pozitivni. Vyhodnocené vysledky vSak mohou byt moznym
vychodiskem pro navazujici studie, které budou probihat ve vétSiho rozsahu.

Tato prace poukazuje také na dal$i patogenni mikroorganismy pifenasené
ornitofilnimi klist'aty jako jsou Rickettsie rickettsii, ktera je pro ¢loveéka nejpatogenné;jsi,
zpusobujici onemocnéni zvané ,,HoreCka Skalistych hor®, Anaplasma phagocytophilum,
Borrelie burgdorferi, Babesie ¢i Coxiella burnetti. Pro potvrzeni onemocnéni
¢i jednotlivych bakterii a vird je nezbytné laboratorni vySetfeni.

Jednotlivé druhy klistat maji vymezené okruhy hostitelii. Nékteré druhy
parazituji na plazech, jiné na hlodavcich nebo na netopyrech ¢i ptacich. S vyjimkou
klistéte obecného (Ixodes ricinus), ktery md velmi Siroky okruh vyhledavanych
hostitelt. Larvy tohoto klistéte nejcastéji napadaji lesni hlodavce, ptaky a savce.
Dospéla klistata pak napadaji Castéji vetsi zvitata.

Ornitofilni klistata napadaji ptactvo brodivé, vodni, hrabavé ¢i jiné. Maji velky
vliv na rozSifeni patogennich mikroorganismii po celém svété. Je tomu tak déano
u ur¢itych druht ptadkd sezoné migrujicich, kteti prekondvaji velké vzdalenosti a tim
rozsifuji tyto cizopasniky a s nimi i jejich patogeny.

Detekce téchto mikroorganismt je velice diilezita nejen pro diagnostiku a 1écbu,
ale také jako monitoring jednotlivych onemocnéni u ur€itych druht ptactva.

Snizeni poctu klistat a boj proti nim je narocny vzhledem k jejich lokalizaci
v prostiedi a u ornitofilnich klistat je boj komplikovanéjsi vzhledem k migracnim
schopnostem jejich hostiteli. Z téchto divodi potiebujeme proti témto parazitim
vhodny integrovany program, ktery bude Setrny k necilovym organismiim. Je také nutno
se zamyslet nad pfipadnou vétsi vhodnosti pravidelné 1é¢by ve srovnani s jednorazovou

aplikaci pfisluSnych ptipravkd.
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9. ABSTRAKT

Detekce patogennich mikroorganismi prrenasenych ornitofilnimi kliSt'aty

Havlickova, K.
Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Fakulta veterinarni hygieny a ekologie

Abstrakt

Klistata jsou hlavnimi pfenaSeci bakteridlnich, virovych a protozoarnich
puvodcli onemocnéni. Nejcastéji prenasené zoondzy jsou lymeska borrelidza, klistova
encefalitida, rickettsidzy, babesidzy, anaplasmdzy ¢i arbovirézy. Mezi nejvyznamnéjsi
druhy klistat pienasSejici patogenni mikroorganismy fadime klisté¢ obecné (Ixodes
ricinus), které je zaroven nejvice rozsitenym druhem.

Prvni ¢ast této prace je zaméfena na teoretickou strdnku dané problematiky
a druhd cast je zameétena na stranku praktickou. Praktickd ¢ast v této praci objasnila, zda
patogenni Rickettsie spp. byla nalezena u klist'at biehuli fi¢nich. Celkem jsem testovala
144 klistat z 12 lokalit v Ceské republice, nalezenych v norach jiz zminéné biehule
ficni. Detekce probihala pomoci glt4A a ompA gend. Tato patogenni bakterie byla
prokazana ve vSech lokalitich za pomoci molekuldrné-biologickych metod (PCR,

elektroforéza) detekujicich zminéné geny a tedy i tyto mikroorganismy.
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Detection of pathogens transmitted by ticks on birds

Havlickova, K.
University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences Brno

Faculty of Veterinary Hygiene and Ecology

Abstract

Ticks belong among main vectors of bacterial, viral and protozoal diseases. The
lyme borreliosis, tick encephalitis, rickettsioses, babesioses, anaplasmoses and
arboviroses are the most frequent zoonoses transmitted by ticks. The castor bean tick
(Ixodes ricinus) is one of the most important tick species transmitting pathogenic
microorganisms, and at the same time it is the most frequent species.

The first part of this thesis focuses on theoretical portion of given problematics,
while the second part focuses on the practical portion. The practical portion uncovers,
findings of pathogenic Rickettsia spp. in ticks parasiting on sand martins (Riparia
riparia). Altogether, 144 ticks from 12 localities in the Czech Republic, found in nesting
burrows, were tested. The detection was based on glt4 and ompA genes. These genes,
and therefore this pathogenic bacterium was, based on molecular-biologic methods

(PCR, electrophoresis), detected in all tested localities.
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10. SEZNAM ZKRATEK

spp. — species — mnozné ¢islo — uvedeny rod ma vice druhil
m. n. m. — metrti nad mofem

mm — milimetr

ul — mikrolitr

¢. —cislo

IgG — imunoglobulin G

IgM — imunoglobulin M

s.1.0. — spolecnost s ru¢enim omezenym
W — watt

mA — miliampér

© C — stupen Celsia

DNA — deoxyribonukleova kyselina
rDNA — ribozomalni DNA
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