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Seznam pouzitych zkratek

ABM = po dosati (after blood meal)

bp = komplementéarni par bazi (base pair)

CPD = citrat-fosfat-dextrdza (citrate-phosphate-dextrose)
DNA = deoxyribonukleova kyselina

dpi = dny po infekci (days post infection)

DTV = deer tick virus

EDTA = ethylenediaminetetraacetic acid

FF = pIné nasati (fully fed)

HGA = human granulocytic anaplasmosis

HGE = human granulocytic ehrlichiosis

Ir = Ixodes ricinus

Is = Ixodes scapularis

MEM = minimum essential medium

msp4 = major surface protein 4

PBS = fyziologicky fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)
PCR = polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

qPCR = kvantitativni polymerazova fetézova reakce (quantitative polymerase chain

reaction)

RPMI = kultiva¢ni médium (Roswell Park Memorial Institute)
SCID = severe combined immunodeficiency

TAE = Tris base + Acetic acid + EDTA

TBEV = virus klist'ové encefalitidy (tick-borne encephalitis virus)
TBF = tick-borne fever

UV = ultrafialové zafeni (ultraviolet)



1 Uvod a literarni pi‘ehled

1.1 Klist’ata

Klistata jsou obligatni ektoparazité¢ zivici se krvi obratlovcll a rovnéz jsou vyznamnymi
prenaseci Siroké Skaly patogent (bakterii, virti i protozoi) zptisobujicich nemoci zvifat i lidi
(De la Fuente et al., 2008). Mnoho z nich vazné ohrozuje lidské zdravi a mohou byt fatalni.
Jelikoz jsou klistata jednim z nejcastéjSich pfenaSecii chorob, je tfeba jim vénovat patiicnou
pozornost.

1.1.1 Taxonomické zarazeni

Klistata taxonomicky fadime do kmene Arthropoda, tfidy Arachnida, podtiidy Acari a
podiadu Ixodida, ktery je rozdélen do tii Celedi: ¢eled’ Ixodidae (tzv. ,,hard ticks — tvrda
klistata®), Celed Argasidae (tzv. ,soft ticks — méekka klistata®) a monotypickd cCeled’
Nuttalliellidae zahrnujici pouze druh Nuttalliella namaqua (Guglielmone et al., 2010;
Sonenshine et al., 2014a).

1.1.2 Morfologie

Télo klist'at se sklada ze 2 hlavnich ¢asti — capitulum a idiosoma. Capitulum je piedni ¢asti
téla a nachazi se zde ustni Ustroji s hypostomem, na zadni ¢asti (idiosoma) jsou umistény
koncetiny (Sonenshine et al., 2014a). Jejich hlavnim smyslovym organem je tzv. HallerGv
organ umistény na prvnim paru koncetin (Parola & Raoult, 2001). Tvrda klistata (Ixodidae)
se od ostatnich Celedi liSi pfedev§im pfitomnosti tvrdého Stitku na dorsalni strané téla

zvaného scutum.
1.1.3 Ixodes ricinus

Ixodes ricinus (Linnaeus, 1758) se vyskytuje po celé Evropé, ve vychodni Asii a také
v severni Africe. Preferuje vlh¢i habitaty s vyssi vegetaci jako napt. louky, viesoviste, lesni
podrosty a méstské parky (Parola & Raoult, 2001). Jeho zivotni cyklus ma 3 aktivni vyvojova
stadia (larva, nymfa, dospé€lec) a trva 2-3 roky. Stadium larvy ma 3 pary koncetin a hostiteli
jsou obvykle mensi az stfedni savci, na kterych saje 2-3 dny. Stadium nymfy ma 4 pary
koncetin a saje 4-5 dni na savcich vcetné ¢lovéka. Kazdé stadium saje zpravidla na jednom
hostiteli a transformace do vyS$iho stadia (svlékani kutikuly) nastavad po plném nasati a
opusténi hostitele. Z dospélct saje na hostiteli pouze samice a to 7-9 dni (Sonenshine et al.,
20144a; Perner et al., 2016). Oplozena samice po dosati opousti hostitele a naklade vajicka,

poté uhyne.
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zpusobujici nemoc lymeskou borelidzu, protozoa rodu Babesia sp. zpusobujici babeziozu,
virus klistové encefalitidy (TBEV), ptvodce tularémie bakterii Francisella tularensis,
Anaplasma phagocytophilum zputsobujici lidskou granulocytarni anaplazmoézu a dalsi
(Parola & Raoult, 2001; Deviatkin et al., 2020; Azagi et al., 2020).

1.1.4 Ixodes scapularis

Ixodes scapularis (Say, 1821) se vyskytuje na severovychodé USA. Jeho vyskyt uzce souvisi
s mirou vyskytu jeho primarniho hostitele Odocoileus virginianus (Wilson et al., 1988; Eisen
et al., 2017). Mezi dalsi hostitele |. scapularis patii mensi savci, ptaci a jestéfi, ale také
domestikovana zvifata a v neposledni fadé i &lovék (Sonenshine et al., 2014a). Zivotni cyklus
tohoto klistéte je shodny s zivotnim cyklem druhu I. ricinus (viz Obrazek 1), ma také 3 stadia
sajici na 3 riznych hostitelich. Z vajicek se vylihnou Sestinohé larvy, které saji na ptacich a
savcich. Po uplném nasati, které trva 3-5 dni nasatd larva odpadne a transformuje se do
nymty, kterd saje na svém hostiteli 3-4 dny. Dospélé samice saji obvykle 5-7 dni (Patnaude,

2000).

I. scapularis je v USA hlavnim pfenaSecem ptvodct lymeské borelidzy, lidské babeziozy a
lidské granulocytarni anaplazmoézy (Des Vignes & Fish, 1997; Parola & Raoult, 2001),
mohou vsak ptenaset také DTV (,,deer tick virus®) (Aliota et al., 2014).
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Obrazek 1: Zivotni cyklus Kkli$téte rodu Ixodes; Upraveno, pievzato z Ruyts, (2017).
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1.2 Rod Anaplasma

Rod Anaplasma oznacuje gram-negativni bakterie piendSené klistaty z ¢eledi Ixodidae.
Jednd se o intracelularni patogeny savcid zpasobujici mnohdy vazné choroby

cey

domestikovanych i divoce zijicich zvifat a clovéka (Sonenshine et al., 2014D).

Tento rod taxonomicky spadd do tfidy Alphaproteobacteria, fadu Rickettsiales, celedi
Anaplasmataceae (Sonenshine et al., 2014b). Aktualni fylogenetickou klasifikaci fadu
Rickettsiales zalozenou na genetické analyze 16S rRNA, groESL a gent pro povrchové
proteiny vytvofil Dumler et al. (2001). V souéasnosti je znamych minimalné 6 druhti rodu
Anaplasma (Sonenshine et al., 2014b). Mezi druhy s celosvétovym rozsifenim patii A.
marginale zpusobujici hore¢naté onemocnéni skotu a A. platys vyskytujici se pfedevsim u
pst (Rikihisa, 2011). Dalsimi druhy jsou napf. A. bovis, A. ovis, A. phagocytophilum a méné
patogenni A. centrale (Hajdusek et al., 2013).

Ruzné druhy rodu Anaplasma napadaji v hostitelské krvi rizné typy bunék. A. marginale a
A. centrale kolonizuji erytrocyty, A. bovis monocyty, A. phagocytophilum granulocytarni
buriky a bunky endotelu a A. platys kolonizuje trombocyty (Rikihisa, 2011; Sonenshine et
al., 2014b). Jednotlivé druhy se od sebe i pies genomickou piibuznost odliSuji také

specializaci na rizné hostitele i odliSnymi druhy klistécich vektor (Kocan et al., 2015).

1.3 Anaplasma phagocytophilum

Anaplasma phagocytophilum (Foggie 1949, dfive nazyvana Ehrlichia phagocytophilum, E.
equi a HGE agent) kolonizuje granulocyty v krvi obratlovet a zpisobuje nemoci skotu i
¢loveéka. Existuje n€kolik subpopulaci druhu A. phagocytophilum s rozdilnou patogenitou
adaptovanych na rizné hostitele z fad savci i1 ptaki a na rizné druhy klist’at (Schotthoefer et

al., 2014; Krakowetz et al., 2014).
1.3.1 Morfologie

Stejné jako ostatni druhy z Celedi Anaplasmataceae ma i A. phagocytophilum na svém
povrchu dvé membrany. Velikost bakterie se pohybuje v rozmezi 0,4 — 2 um (Rikihisa,
2011). V krvi hostitele A. phagocytophilum primarné ptebyva v endosomech neutrofili, kde
vytvaii specifické kolonie zvané moruly (Bakken & Dumler, 2008; Ayllon et al., 2015).
Moruly jsou dobfe viditelné pouze v krevnich buiikach obratlovct, v bunikach klistéte byva

bakterie pleomorfni (De la Fuente et al., 2016).



1.3.2 Vyskyt a pi‘enos

A. phagocytophilum se vyskytuje v Severni Americe, vV Evropé a vychodni Asii. V USA a
Kanadé je A. phagocytophilum pienasena druhy klistat I. scapularis, 1. spinipalpis a I.
pacificus. Evropskymi vektory jsou druhy I. ricinus a I. persulcatus (Thomas et al., 2009;
Dugat et al., 2015). Bakterii mohou byt infikovana béhem sani na hostiteli vS§echna vyvojova
stadia klistéte (larva, nymfa i dospélec) a po infekcei prvnich dvou stadii klistéte mize dojit i

k trans-stadialnimu pfenosu patogenu. (Bakken & Dumler, 2008).
1.3.3 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus A. phagocytophilum obvykle zahrnuje 2 stadia — vegetativni retikulované
stadium neschopné piezit mimo hostitelskou buriku a infek¢éni denzni stadium (McDade,
1990). Béhem sani na infikovaném hostiteli se A. phagocytophilum dostava spolu s krvi
hostitele do stieva klistéte. Uvniti klistéte bakterie napada nejprve buiiky stieva, kde dochazi
k mnozeni bakterie binarnim délenim (McDade, 1990). Nasledné se A. phagocytophilum
transformuje na infek¢ni stadium a napada dalsi tkan€ klistéte véetné slinnych zlaz, do jejichz
bunék vstupuje endocytozou. A. phagocytophilum neni zniena travicimi enzymy, jelikoz
endozomy s bakterii nezfizuji s lysozomy (Goodman, 2005). Ze slinnych zlaz pak béhem
sani klistéte infikuje A. phagocytophilum své dalsi hostitele (Bakken & Dumler, 2008), viz
Obrazek 2.
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Obriazek 2: Zivotni cyklus A. phagocytophilum; Prevzato z: Bacteriology — Chapter twenty one:

Rickettsia, Orientia, Ehrlichia, Anaplasma, Coxiella and Bartonella (2016).



1.3.4 Lidska granulocytarni anaplazméza (HGA)

A. phagocytophilum byla dlouho znama pouze jako patogen zpusobujici nemoci
domestikovanych zvitat, napi. TBF (,.tick-borne fever znama téz jako ,,pasture fever®)
vyskytujici se predevSim u ovci nebo granulocytdrni anaplazméza koni a pst
(,equine and canine granulocytic anaplasmosis) (Thomas et al., 2009).
Poprvé byla choroba zptisobena A. phagocytophilum pozorovana u ¢lovéka na poc¢atku 90.
let minulého stoleti v USA ve statech Wisconsin a Minnesota (Chen et al., 1994; Bakken et
al. 1994). Tyto staty také spolecné s New York (Upstate) a Massachusetts patii mezi oblasti
v USA s nejvyssim vyskytem HGA (CDC, 2014; CDC, 2016). V roce 2009 byl zaznamenan
prvni piipad lidské granulocytarni anaplazmézy v Kanadé (Parkins et al., 2009), prvni piipad
HGA v Evropé popsal Petrovec et al. v roce 1997. V soucasnosti jsou zaznamenany piipady
HGA v riznych statech po celé Evropé€, avsak pocet potvrzenych piipadi HGA je i tak
mnohem niz§i nez v USA (Bakken & Dumler, 2015; Matei et al., 2019).

NejcastejSimi symptomy pacientd s HGA byvaji vysoka horecka, zimnice, nauzea, bolesti
hlavy, svalti a kloubii a u mnoha pacientii miizeme pozorovat i leukopenii a trombocytopenii
(Sonenshine et al., 2014b; Bakken & Dumler, 2015). Nemoc ma obvykle mirny pribéh a
v mnoha ptipadech symptomy odezni i bez nasazeni antibiotické 1écby, nicméné vyssi vek,
oslabena imunita, polymorbidita, nesouvisejici probihajici infekce ¢i abuzus
psychoaktivnich latek mohou zhorsit celkovy pribéh nemoci (Goodman, 2005; Thomas et
al., 2009; Sonenshine et al., 2014b). Mortalita je pomérné nizka, pohybuje se mezi 0,2 a 1,2
% (Dahlgren et al., 2011; Bakken & Dumler, 2015). K 1é¢b¢ HGA se bézné pouziva
doxycyklin ¢i jiné tetracyklinové antibiotikum (Bakken & Dumler, 2015).

Ackoliv k ndkaze dochéazi priméarné prostiednictvim klist’at, mize k ni dojit i jinymi zptsoby
jako napft. krevni transfuzi a kontaktem s krvi infikovanych zvifat, ale téZ transplacentalnim
prenosem (Horowitz et al., 1998; Dhand, 2007; Kemperman, 2008; Bakken & Dumler, 2008;
Bakken & Dumler, 2015).



2 Cile prace:

Cilem mé bakalaiské prace bylo v prvé fade osvojit si zakladni védecké metody nezbytné
pro experimentalni ¢ast prace, dale zavést laboratorni model pro pienos A. phagocytophilum
klistétem I. ricinus a v neposledni fadé porovnat pfenos a prubéh infekce A. phagocytophilum

u druht I. ricinus a I. scapularis.



3 Material a metody

3.1 Laboratorni zvirata

3.1.1 Kli§tata

Larvy a nymfy klist’at I. ricinus a |. scapularis pouzité v této praci pochazely z laboratornich
chovii Parazitologického ustavu Biologického centra AV CR. Dospéla klistata a nymfy I.
scapularis byly do chovi laskavé poskytnuty Dr. Michaelem L. Levinem, Centers for
Disease Control and Prevention (CDC), Atlanta, USA. Klist'ata byla umisténa v klima boxu

ve sklenénych doézach o vlhkosti 95 %, teploté 24 °C a s denni a no¢ni periodou 15/9 hodin.
3.1.2 Mysi

Inbredni imunodeficientni SCID mysi pochazely z laboratornich chovii Parazitologického
tistavu Biologického centra AV CR. Inbredni C3H/HeN mysi (6 tydnd staré) byly zakoupeny
od spole¢nosti AnLab (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME).

Se vSemi laboratornimi zvitaty bylo jednano v souladu se Zakonem na ochranu zvifat proti

tyrani Ceské republiky &.246/1992 Sb. podle schvaleného projektu pokust &. 25/2018.

3.2 Bunéc¢na kultura a barveni bunék

Zmrazeny vzorek HL-60 promyelotické bun&né linie (ATCC, CCL-240™) byl rozmrazen
pii 37 °C a centrifugovan 5 minut pii 300 X g. Po odstranéni supernatantu byl pelet
resuspendovan v 5 ml kultivaéniho média RPMI 1640 medium (Gibco) smichaném s 10%
inaktivovanym bovinnim sérem (FCS, Lonza) a 2% neesencialnimi aminokyselinami MEM
(Gibco). Nasledovala centrifugace 5 minut pii 300 X g. Poté byl opét odstranén supernatant,
pelet byl resuspendovan v 10 ml média a premistén do plastovych kultivacnich lahvic¢ek

s filtrem a kultivovan v termoboxu pii 37 °C s 5% COx.

Bakterie A. phagocytophilum NY18 (obdrZzena od prof. José de la Fuente, USA) byla
udrzovana v HL-60 buiikach. Kazd¢é dva dny byla v bunikédch kontrolovana infekce a bylo
ptidavano Cerstvé médium. Pasaz A. phagocytophilum do novych HL-60 bunék probihala
kazdy sedmy den. Z infikovanych bunék ptenesenych na sklicko byl zhotoven roztér, ktery
byl fixovan a barven fixa¢nim a barvicim roztokem Diff-Quik Stain Set (Siemens). Sklicko
s roztérem bunécné kultury bylo ponechano 10 sekund ve smési 50% methanolu a fast green
(Fix), dale 10 sekund v eosinu (I.) a nakonec 3 sekundy v thiazine dye (Il.). Mira infekce

bun¢k byla vyhodnocena pod svételnym mikroskopem BX 53 (Olympus).



3.3 Infekce mysi

Pfi dosazeni 50% infekce HL-60 bun¢k bakterii A. phagocytophilum, byla kultura bunék
centrifugovana po dobu 5 min pii 300 X g. Supernatant byl odstranén a pelet byl
resuspendovan v 1,5 ml média. SCID mySim bylo intraperitonealn¢ inokulovano 200 pl
suspenze A. phagocytophilum. Infekce u SCID mysi byla kontrolovana pomoci PCR a
kvantitativni polymerazové fetézové reakce (QPCR) (2 az 14 dni po infekci) a vySetienim

krevnich roztéri pod svételnym mikroskopem BX 53 (Olympus).

Infekce C3H/HeN mysi byla provedena pasazi krve z infikovanych SCID mysi dva tydny po
jejich infekei. SCID mysi pozitivni na infekci A. phagocytophilum byly uspany smési 5%
Narkamon (Spofa), 2% Rometar (Spofa) a 1x PBS (fyziologicky fosfatovy pufr, 8 g NaCl,
0,2 g KH2POg4, 2,9 g Na2HPO4, 0,2 g KCl do 1 1 dH20, pH 7.3) v poméru 4:1:5. Jako prevence
proti koagulaci byla krev smichana s antikoagula¢nim roztokem CPD (citrat-fosfat-dextroza)
(Sigma Aldrich) v poméru 6:1. Do C3H/HeN mysi bylo intraperitonealné inokulovano 200
ul infekéni antikoagulované krve. Pribéh infekce u C3H/HeN mysi byl kontrolovan stejné

jako u SCID mysi pomoci PCR a gPCR.

3.4 Infekce klist’at

Po sedmi dnech od infekce C3H/HeN mysi A. phagocytophilum bylo na kazdou infikovanou
mys umisténo piiblizné 100 larev I. ricinus nebo I. scapularis. Larvy saly do plného nasati.
Z plné nasatych larev, byla vyizolovana DNA 4 dny po dosati, 17 dni po dosati a po
metamorféze do nymf (6 tydnl po dosati) a infekce byla vyhodnocena pomoci PCR.

3.5 Urcovani miry parazitémie

3.5.1 Krevni roztéry

Z 5 pl periferni krve ziskané z ocasu mysi byly zhotoveny krevni roztéry. Po zaschnuti byly
zafixovany a barveny pomoci roztokt Diff-Quik staining kit (Siemens), jak je popséno vyse.
Potvrzeni infekce mysich granulocytii A. phagocytophilum bylo provedeno pod svételnym
mikroskopem Olympus BX 53 (zvétSeni 1000x). Fotografie byly potizeny kamerou Olympus

DP72 pomoci CellSens imaging softwaru.



3.5.2 1Izolace DNA z mySi krve

DNA z krve infikovanych mysi byla izolovana pomoci DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen)
podle protokolu vyrobce. K 15 pl mysi krve bylo ptfidano 200 pl pufru AL a 20 pl proteinasy
K, vSe bylo zvortexovano a inkubovano 10 minut pti 56 °C. Ke smési bylo ptidano 200 pl
ethanolu a vzorky byly opét zvortexovany. Vzorky byly pfemistény do DNeasy Mini Spin
kolonek umisténych ve sbérmnych mikrozkumavkach o objemu 2 ml a centrifugovany 1
minutu pii 6000 x g. Protekly roztok ve sbémych mikrozkumavkach byl spole¢né
s mikrozkumavkami odstranén. Kolonky byly umistény do novych sbérnych
mikrozkumavek. Bylo pfidano 500 pl pufru AW1 a vzorky byly centrifugovany 1 minutu pii
6000 x g. Protekly roztok ve sbérnych mikrozkumavkach byl spole¢né s mikrozkumavkami
odstranén. Kolonky byly umistény do novych sbérnych mikrozkumavek. Bylo ptidano 500
ul pufru AW2 a vzorky byly centrifugovany 3 minuty pii 20 000 X g. Protekly roztok ve
sbérnych mikrozkumavkach byl spole¢né s mikrozkumavkami odstranén. Kolonky byly
umistény do novych mikrozkumavek o objemu 1,5 ml a bylo pfidano 100 pl elu¢niho pufru
AE. Vzorky byly jednu minutu ponechany pii pokojové teplot€¢ a poté nasledovala

centrifugace 1 minutu pii 6000 x g. Izolovana DNA byla uchovavana pii teploté 4 °C.

3.5.3 1Izolace DNA z klist’at

Pro izolaci DNA z infikovanych klistat byl rovnéz pouzit DNeasy Blood & Tissue Kit
(Qiagen). DNA byla izolovana z 10 larev odebranych z kazdé mysi v ¢asovych intervalech
4 dny po dosati, 17 dni po dosati a 6 tydnil po dosati (po prevleceni do nymf). Larvy nebo
nymfy byly jednotlivé umistény do specialnich zkumavek Extra Low Binding and Bead
Beating (BlOplastics) se 3 kulickami Triple-Pure Zirconium Beads, o pruméru 3 mm
(Benchmark Scientific) a byly rozdrceny v piistroji MagNA Lyser (Roche) po dobu 90
sekund, 300 x g. Poté bylo ke vzorkiim pifidano 180 pl pufru ATL smichaného s 20 pl
proteinasy K. Vzorky byly zvortexovany a inkubovany pti 56 °C ptes noc. Druhy den byly
vzorky zvortexovany po dobu 15 vtefin a bylo ptidano 200 pul pufru AL spole¢né s 200 pl
96% ethanolu. Ve bylo opét zvortexovano a pieneseno do DNeasy Mini Spin kolonek. Dalsi

postup izolace byl stejny, jak je zminéno vyse.



3.6 Polvmerazova retézova reakce (PCR) a gPCR

3.6.1 PCR a elektroforéza

Infekce SCID mysi, C3H/HeN mysi a klistat byla vyhodnocovana pomoci PCR a
elektroforézy. PCR reakce byla provadéna v piistroji T100 Thermal cycler (Bio-Rad). Objem
jedné PCR reakce byl 25 pl, objemy ¢inidel jsou uvedeny v Tabulce I. Délky trvani
jednotlivych kroki a teploty jsou uvedeny v Tabulce II. Izolovanda DNA z mysi a klistat

infikovanych A. phagocytophilum byla pouzita jako templat pro PCR reakeci.

Vysledky amplifikace genu msp4 (major surface protein 4) A. phagocytophilum byly ovéteny
elektroforeticky na 1% agarézovém gelu smichaném s ethidium bromidem (0,5 pg/ml) a
pfipraveném rozpusténim agarézy (VWR Chemicals) v 1x TAE pufru (40 mM Tris-acetat,
ImM EDTA, pH 8,0). Elektroforéza probihala pii napéti 100 V po dobu 30 minut. Vysledky
byly vizualizovany pod UV svétlem a molekulova velikost byla uréena podle 100 bp DNA

ladderu (Thermo Fisher Scientific).

Tabulka I: PCR reakéni smés.

Cinidlo Objem [pl]

FastStart PCR Master (Roche) 12,5

msp4 F (10 uM) 1

msp4 R (10 uM) 1

Nuclease-free H.O (Top-Bio) 6,5

DNA 4

Tabulka Il: PCR amplifika¢ni program.

Proces Teplota [°C] Cas [min] Pocet cykla
Iniciace 95 10 1x
Denaturace 95 0,50 (30 s)
Nasedani primert 60 0,50 (30 ) 40
Elongace 72 1
Finalni elongace 72 10 1x
Ochlazeni 12 0 1x
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3.6.2 @-PCR

Relativni mnozstvi genu msp4 (major surface protein 4) A. phagocytophilum v mysi krvi
bylo stanoveno pomoci qPCR a vztazeno K relativnimu mnozstvi mysiho aktinu. Reak¢ni
smés obsahovala reagencie uvedené v Tabulce III a IV, qPCR probihala v pfistroji
QuantStudio 6 (Applied Biosystems) podle programi viz Tabulka V a VI. Referen¢nim
genem pro normalizaci testovanych vzorka byl gen pro mysi aktin (Tabulka VII). Specifita

primeru byla ovétena pomoci kiivky tani.

Tabulka I11: gPCR reak¢ni smés — A. phagocytophilum msp4 relativni kvantifikace.

Cinidlo Objem [pl]
LC SYBR Master (Roche) 12,5
msp4 F (10 uM) 1
msp4 R (10 uM) 1
Nuclease-free H.O (Top-Bio) 55
DNA 5

Tabulka IV: qPCR reak¢ni smés — M. musculus relativni kvantifikace genu pro aktin.

Cinidlo Objem [pl]
LC Probes Master (Roche) 12,5
Mm aktin F (10 uM) 1

Mm aktin R (10 uM) 1

Mm aktin P (10 uM) 1
Nuclease-free H2O (Top-Bio) 4,5
DNA 5
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Tabulka V: qPCR amplifika¢ni program pro msp4.

Proces Teplota [°C] Cas [min] Pocet cykla
Preinkubace 95 10 1x
Denaturace 95 0,33 (205)
Nascdéni primerd 60 0,33 (20 s) S0
Elongace 72 0,50 (30s)

Tabulka VI: qPCR amplifika¢ni program pro mysi aktin.
Proces Teplota [°C] Cas [min] Pocet cykla
Preinkubace 95 10 1x
Denaturace 95 0,25 (15s)
Nasedani primert 60 1 S0
a elongace

Tabulka VII: Pouzité primery.

Organismus Gen Referen¢ni Cislo Sekvence primeru
Mm aktin P CACTGCCGCATCCTCTTCCTCCC
Mus musculus aktin Mm aktin F AGAGGGAAATCGTGCGTGAC
Mm aktin R CAATAGTGATGACCTGGCCGT
Anaplasma msp4 msp4 F TGACAGGGGAGGATCTTACG
phagocytophilum msp4 R TCTAGCTCCGCCAATAGCAT

12




4 Vysledky
4.1 Infekce A. phagocytophilum v HL-60 buiikach

Bakterie A. phagocytophilum byla uspésné kultivovana v HL-60 bunkach (Obrazek 3). Pred
pasazi do ¢erstvé kultury HL-60 bungk byla infekce A. phagocytophilum v kultufe minimalné
50 %.

Obrazek 3: Infekce A. phagocytophilum v HL-60 buiikach; Buiiky barveny pomoci Diff-Quick

Stain Set. Jadro-rizove, cytoplasma-modie.

4.2 Infekce u SCID mysi

Po inokulaci péti SCID mysi kulturou A. phagocytophilum byla pozorovana infekce
nakaZenych mysich po dobu 14 dni kazdé 2-3 dny od pocatku infekce. Vyvoj infekce v
mysich byl pozorovan pomoci PCR (Obréazek 4A) a nasledné qPCR metody, kdy DNA byla
izolovana z periferni krve mysi. Z elektroforetického gelu je patrné, Ze po ¢tyfech dnech od
inokulace kulturou HL-60 nakazenou A. phagocytophilum byla u vSech péti mysi prokazana
pritomnost bakterie. Prubéh infekce u SCID mysi v dalSich dnech shrnuje nésledujici graf
(Obrazek 4B). Infekce vzristda mezi druhym a ¢tvrtym dnem od inokulace bakterii a
nasledujici tyden osciluje kolem podobné vysoké hodnoty. Po dvou tydnech od inokulace
zaCala infekce mirn¢ klesat. Pfitomnost A. phagocytophilum byla rovnéz prokazana

mikroskopicky (Obrazek 4C).
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Obrazek 4: Detekce a pribéh infekce A. phagocytophilum v krvi SCID mysi; (A) Fotografie
elektroforetického gelu (metoda PCR) znazornujici infekci A. phagocytophilum u SCID mysi.; L =
ladder (100 bp), 1-5 = mys ¢.1-5 dva dny po infekci, 6-10 = mys ¢.1-5 ¢tyfi dny po infekci, PK =
pozitivni kontrola, NK = negativni kontrola; (B) Relativni kvantifikace genu msp4 A.
phagocytophilum, vztazeno ke genu pro aktin z mysi M. musculus, dpi = dny po infekci; (C) A.
phagocytophilum (oznaéena Sipkou) v granulocytu SCID mysi (9dpi).
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4.3 Infekce u C3H/HeN mysi

Z infikovanych SCID mysi (14 dpi) byla pasazovana krev do tfinacti C3H/HeN mysi.
Zamérem pasaze krve z imunodeficientnich SCID mysi do C3H/HeN mysi bylo zvySeni
virulence patogenu. Prubéh a mira infekce v hostiteli byly pozorovany pomoci PCR a qPCR
metody. Po 3 dnech od paséaze byla infekce pozorovatelna u vSech mysi. Mezi 5. a 7. dnem
od paséaze nastal pokles, avSak 9. den zacala infekce rapidné vzristat, az doséhla 11. den
nejvyssi hodnoty. Od 14. dne mira infekce opét poklesla (Obrazek 5). Sedmy den infekce
C3H/HeN mysi A. phagocytophilum bylo na kazdou infikovanou mys umisténo piiblizné

100 larev 1. ricinus nebo I. scapularis. Larvy saly do plného nasati.

C3H/HeN
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®
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Obrazek 5: Prubéh infekce u C3H/HeN mysi; Relativni kvantifikace genu mspd A.

phagocytophilum, vztazeno ke genu pro aktin z mysi M. musculus.
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4.4 Detekce infekce u larev a nymf I. ricinus a I. scapularis

Z deseti larev I. ricinus nebo I. scapularis z kazdé mysi byla ve tfech ¢asovych intervalech
4 dny po dosati (4 dny ABM), 17 dni po dosati (17 dni ABM) a po metamorfoze larev do
nymf (6 tydnit ABM) vyizolovana DNA a infekce jednotlivych klistat byla vyhodnocena
pomoci PCR. U klist'at druhu I. ricinus 4 dny po dosati byla infekce klist'at téméf sto procent.
Po dalSich 13 dnech se pocet infikovanych larev snizil na polovicni hodnotu
55,7 % a po metamorféze do nymf (6 tydnl po dosati) byla mira infekce v klistatech jiz jen

8,3 % (Tabulka VIII).

Tabulka VIII: Mira infekce larev a nymf druhu I. ricinus kontrolovana pomoci PCR.

Pocet infekénich larev I. ricinus z celkového
poctu.
Mys$ 4d ABM 17d ABM 6t ABM
1 10/10 5/10 2/10
2 10/10 7110 1/10
3 10/10 6/10 1/10
4 10/10 8/10 0/10
5 10/10 6/10 1/10
6 9/10 7110 0/10
celkem 98,3 % 55,7 % 8,3 %

(d = dny, t = tydny, ABM = po dosati)
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U druhu 1. scapularis dosahovala infekce A. phagocytophilum 4 dny po dosati mnohem
nizsich hodnot. Na rozdil od piedchoziho druhu ¢inila 58,6 %. Po dalSich 13 dnech klesla na
37,1 % a po metamorfoze do nymf (6 tydnl po dosati) se mira infekce v klistatech ustalila

na 15,7 %, coz je ve srovnani s |. ricinus téméf dvojnasobna hodnota (Tabulka 1X).

Tabulka IX: Mira infekce larev a nymf druhu I. scapularis kontrolovana pomoci PCR.

Pocet infekénich larev |. scapularis
z celkového poctu.

Mys 4d ABM 17 d ABM 6t ABM
1 7/10 5/10 0/10
2 6/10 9/10 3/10
3 6/10 0/10 0/10
4 7/10 3/10 2/10
5 6/10 3/10 3/10
6 2/10 3/10 1/10
7 7/10 3/10 2/10

celkem 58,6 % 37,1 % 15,7 %

(d = dny, t = tydny, ABM = po dosati)
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45 Prenos A. phagocytophilum na neinfikované mysi prostiednictvim

nymf I. ricinus a I. scapularis

Nymfy infikované A. phagocytophilum ziskané zptsobem popsanym v piedchozim
experimentu saly na neinfekénich C3H/HeN mySich (na kazdé mysi salo 15 nymf). Pribéh
a mira infekce mysi byly vyhodnocovany pomoci qPCR metody a jsou zobrazeny nize
(Obrazek 6). Z grafu je patrné, ze zadna ze 6 mysi, na kterych saly nymfy I. ricinus, se
neinfikovaly A. phagocytophilum, zatimco nymfy I. scapularis touto bakterii nakazily 5 ze

7 mysi.
100~ A ® Druh I ricinus
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Obrazek 6: Prenos infekce na C3H/HeN mysi nymfami I. ricinus a I. scapularis; Relativni
kvantifikace genu msp4 A. phagocytophilum, vztazeno ke genu pro aktin z mysi M. musculus;
e = mira infekce mysi, na kterych saly nymfy druhu I. ricinus; A = mira infekce mysi, na kterych

saly nymfy druhu I. scapularis.
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4.6 Porovnani miry infekce mysi v zavislosti na razné dobé sani nymf

Nasledujici pilotni experiment byl proveden s nymfami I. scapularis infikovanymi A.
phagocytophilum. Infikované nymfy byly rozdéleny do tfi skupin. Nymfy prvni skupiny saly
24 hodin, druhé skupiny 48 hodin a poté byly z mysi odebrany. Nymfy posledni skupiny saly
na mysich do pIlného nasati (FF). Kazdé dva az tfi dny od zacatku sani klist’at byla odebirana
krev z mysi, ktera nasledné slouzila k izolaci DNA a ke kontrole infekce A. phagocytophilum
pomoci PCR metody. Z nasledujici tabulky (Tabulka X) vyplyva, Ze s delSim ¢asem sani

nymf I. scapularis roste tspésnost pienosu infekce na mysi.

Tabulka X: Pocet infikovanych mysi v zavislosti na rizné délce sani nymf I. scapularis.

Délka séni Pocet lnfikﬁvanych
mySi
24h 1/5
48h 2/5
FF 4/6

(FF = do plného nasati)
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5 Diskuze

V poslednich letech dochazi v Evropé ke zménam geografického rozsifeni i abundance
evropského druhu klistéte Ixodes ricinus, coz vede k objevovani novych klistaty
pfenasenych onemocnéni a k nartstu vyskytu stavajicich (Gray et al., 2009; Medlock et al.,
2013). Dtvodem jsou nejen klimatické zmény, ale také lidské faktory jako cestovani a
Cast&jsi traveni volného Casu v piirodé (Beugnet & Marie, 2009). Pro dalsi vyzkum a vyvoj
novych efektivnich metod pro kontrolu ptfenosu a Sifeni infekce A. phagocytophilum v
Evropé je dulezité zavést model pienosu bakterie klistétem I. ricinus, ktery napodobuje
piirozeny zivotni cyklus A. phagocytophilum v pfirodé. Hlavnim zamérem této prace bylo
zavedeni modelu pro ptfenos bakterie A. phagocytophilum druhem klistéte 1. ricinus

Vv laboratornich podminkach a porovnani prubéhu infekce u druht I. ricinus a I. scapularis.

5.1 Srovnani modela prenosu A. phagocytophilum

A. phagocytophilum lze kultivovat v lidské promyelotické bunééné linii HL-60, coz byva v
experimentech nej¢astéjsi volbou, ackoliv Hodzic et al. (1998a) zjistil, ze kultivaci A.
phagocytophilum v HL-60 buiikach se snizuje patogenita bakterie. Dal$i moznosti mutize byt
kultivace v klistécich bunkach ISE6 a IDE8 pochazejicich z druhu 1. scapularis (Atif, 2015;
Almazan, 2020). V mé praci byla A. phagocytophilum kultivovana v HL-60 bunkach, av§ak
ke zvyseni virulence byla provedena pasaz krve ze SCID do C3H/HeN mysi, jelikoz jsme v
nasi laboratofi v pfedchozich experimentech zjistili, Ze C3H/HeN mysi nakaZené pasazi krve
z infikovanych SCID mysi maji mnohem vysSi miru parazitémie v porovnani s mySmi, které

byly nakazené A. phagocytophilum z kultury bunék HL-60.

Pribéh infekce u klistat se mezi obéma druhy 1i8i jiZ v mife infekce po dosati larev a po
metamorféze do nymf. Larvy obou druht saly v dob¢ narastu infekce v C3H/HeN mySich
(7-10 dpi). Mira infekce u larev I. ricinus ¢tyfi dny po dosati dosahovala téméf 100 %. Po
metamorfoze do nymf vSak klesla na 8,3 %. Infekce klesla po metamorféze do nymf také u
I. scapularis, avsak ne tak vyrazné (z 58,6 % na 15,7 %). Zajimavé je porovnani vyvoje
infekce A. phagocytophilum s infekci Borrelia afzelli v larvach a nymfach 1. ricinus. V
pokusu s kmenem CB43 bakterie B. afzelli bylo po metamorfoze pozitivnich 90-100 % nymf,

které predtim saly na infekénich C3H/HeN mysich jako larvy (Pospisilova et al., 2019).
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Z vysledktt mych pokusi vyplyva, ze larvy I. ricinus po metamorféze do nymf nebyly
schopny pienést infekci na C3H/HeN mysi, na rozdil od I. scapularis. Zajimavé pozorovani
piinesl Hodzic et al. (2001) v jehoz pokusu nebyla pienesena infekce na vSechny mysi,
ackoliv na nich salo Sest infekénich nymf I. scapularis do plného nasati. Experimenty
zabyvajici se pfenosem A. phagocytophilum dokazaly, ze k nakaze mysi je potieba vysokého
poctu bakterii (10%-10°) (Hodzic et al., 1998b) anebo vysoky pocet infekénich klistat
(Pusterla et al., 1999; Levin et al., 1999). Lze se tedy domnivat, Zze v nymfach I. ricinus
VvV mém experimentu nebylo dostatecné mnozstvi patogenu pro infekci mysi a zérovein bylo
infikovano malé procento nymf (8,3 %). Tento jev by mohl souviset s faktem, ze larvy,
jakozto anatomicky nejmensi vyvojové stadium, jsou schopny nasat mensi mnozstvi krve

nez ostatni stadia, a tudiz i mén¢ bakterii v ni obsazenych (Almazan et al. 2020).

Dalsim vysvétlenim, pro¢ nymfy I. ricinus nepienesly infekci na C3H/HeN mysi, mize byt
kombinace kmenu NY18 A. phagocytophilum pochazejiciho z USA s timto evropskym
druhem klistéte. Z mého pozorovani je ziejmé, ze na rozdil od evropského druhu I. ricinus
je americky druh I. scapularis vhodnéjsim vektorem pro kmen NY 18 A. phagocytophilum.
Nekolik studii prokazalo, ze kmeny A. phagocytophilum se lisi v infek¢nosti, pficemz urcity
kmen infekéni pro jeden organismus, nemusi byt infekéni pro jiny (Stannard et al., 1969;
Foley et al., 2009).

5.2 Mira infekce mysSi v zavislosti na ruzné dobé sani nymf

Vysledky posledniho pilotniho experimentu s nymfami I. scapularis ukazuji, Ze s delSim
casem sani nymf roste UispéSnost prenosu infekce na C3H/HeN mysi. Pii sani po dobu 24
hodin byla nakazena 1 myS z5 (navic pod detekéni hladinou), pfi sani 48 hodin byly
nakazeny 2 mysi z 5. Az pii sani nymf do pIného nasati byla nakazena vice jak polovina mysi
(4 ze 6). Tyto vysledky se shoduji s experimentem provedenym Katavalos et al. (1998), ve
kterém byla nakazena pouze jedna C3H/Hel] mys z 28 pii sani nymf I. scapularis méné nez
30 hodin. Oproti tomu pii sani nymf 36 hodin a vice bylo nakaZeno ptes 2/3 mysi z celkového
poctu 25. Model tedy piinesl poznatek, ze k pienosu infekce A. phagocytophilum je potieba
nejméné jeden den sani nymf. Podobné vysledky pfinesl i experiment, ve kterém byly nymfy
I. scapularis schopné pienést infekci na C3H/HeJ mysi az po sani alesponi 48 hodin (Hodzic
et al., 1998b).
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V rozporu s témito pozorovanimi je pokus provedeny Des Vignes et al. (2001), ktery
pracoval s A. phagocytophilum piirozené se vyskytujici v klistatech. V praci se zabyval
predevsim pienosem bakterie Borrelia burgdorferi, pfenosu bakterie A. phagocytophilum
byla vénovana pozornost pouze okrajoveé. V tomto experimentu doslo k ptenosu infekce A.
phagocytophilum na 2 ze 3 mysi pii sani nymf druhu I. scapularis po dobu 24 hodin. Je
pravdépodobné, Ze tento vysledek miize byt ovlivnén malym poctem mysi, vliv by mohl mit
i pfirozeny puvod A. phagocytophilum. Jelikoz v tomto pokusu klistata a tudiz i A.
A. phagocytophilum, v nymfach se rovnéz mohlo vyskytovat vice rizné virulentnich kment

této bakterie.

Bylo by zajimavé provést tento pilotni experiment znovu a s vétSim poctem mysi a nymfas
riznymi kmeny bakterie A. phagocytophilum. Jelikoz pokud by dochazelo k pienosu A.
phagocytophilum pfi sani nymf 24 hodin, znamenalo by to, Ze odstranéni klistéte po jednom

dni nemusi byt dostate¢né k zabranéni pienosu infekce (Des Vignes et al., 2001).
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6 Zavér

Larvy obou klistécich druhti se nakazily pti sani na C3H/HeN mysich infikovanych bakterii
A. phagocytophilum. Pii metamorféze do nymf infekce vyrazné klesla — u 1. ricinus z 98,3
% na 8,3 % a u I. scapularis z 58,6 % na 15,7 %. Nymfy druhu 1. ricinus nebyly schopné
infikovat C3H/HeN mysi bakterii A. phagocytophilum. S del$im c¢asem sani nymf I.

scapularis roste Gspésnost prenosu infekce A. phagocytophilum na mysi.
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