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1 Uvod

Klistata jsou celosvétové povazovana za jeden z hlavnich vektori patogent
pusobicich zavazna onemocnéni jak ¢loveka, tak domestikovanych hospodaiskych zvitat, na
nichz zplsobuji ve svété¢ velmi vyznamné Skody. Takovymi pfendSenymi patogeny mohou
byt bakterie, protozoa, rickettsie a v neposledni fad¢ i viry. Proto je na studium klistat
a jejich interakci s pfenaSenymi patogeny bran v poslednich letech obrovsky zietel

a vynakladany nemalé finan¢ni prostredky.

V dnes$ni dobé probiha mnoho vyzkumt, jez se snazi zmapovat latky obsazené
v klistécich slinach a jejich G¢inek na imunitni systém hostitele, ktery je vice nez znacny.
Dnes jiz zname mnoho z téchto latek, 1 kdyZ rozhodné ne kompletni sloZeni kliStécich slin,
a odhaluje se nam i ¢asto velmi sofistikovany ucinek, jistd mira ,,spoluprace s patogenem
pfenaSenym klistétem. Takovym typickym zastupcem je naptiklad Borrelia burgdorferi
sensu lato. Vyzkum téchto latek je klicovy kuptikladu pro budouci vyvoj vakciny proti
boreliéze nebo piimo pro zabranéni pienosu tohoto celosvétoveé rozsifeného a nebezpecného
patogenu. Mnohem méné je vSak prozkoumadna oblast uc¢inku ndkazy boreliemi na klisté

samotné po fyzické a fyziologické strance.

Tato diplomova prace je zaméfena na prozkoumani vlivu borelii na klisté. Cilem mé
prace bylo zjistit, zda bude boreliemi infikované klisté vykazovat zmény v chovani,
konkrétné v dobé, za kterou se pfisaje na hostitele v podob¢ laboratorni mysi, v mnozstvi
krve, kterou nasaje, v aktivité pti vyhledavani hostitele a fototaxi oproti klistéti bez nakazy.
Ve védeckém svété se mnoho praci na toto téma nevyskytuje, proto jsem chtéla timto
experimentem zaplnit prazdné misto v pochopeni vlivu borelii na jejich vektor a otevfit tak
cestu dalSim navazujicim experimentim, které by do budoucna pomohly vyuzit téchto

poznatkt k prevenci pfenosu borelii na ¢lovéka.



2 Prehled literatury

2.1 Ixodidae (tvrda klistata), hlavni vektor B. burgdorferi sensu lato

Celed’ Ixodidae (¥ad: Acarina, podiad: Metastigmata), (Obr. 1) se fadi mezi klistata
s tithostitelskym zivotnim cyklem a typicky se vyznacuji tvrdym hibetnim Stitkem, ktery
u samcu pokryva celé télo, zatimco u samic pouze ¢ast tésné za hlavou. Tento fakt umoziiuje
samicim nékolikandsobné zvétsit vlastni objem pii sani hostitelské krve. Napadny hypostom
opatieny zahnutymi hacky jim umoznuje velmi pevné setrvani v misté prisati. Sani
hostitelské krve trva vétSinou 4-8 dni, pficemz tato doba je dostatecné dlouhd na ptenos
patogent ze slin infikovaného klistéte na hostitele nebo obracené, jelikoz klisté samotné se
infikuje pravé nasatim krve z infikovaného hostitele. Skutecnost, ze klist¢ muze takto dlouho
setrvat ptisdté na hostiteli, zpisobuje mnozstvi antikoagulacnich, imunomodulac¢nich
a protizanétlivych latek obsazenych ve slinach klistéte. PIn¢ nasaté klist¢ nasledné odpadne
a vyvine se ve vys§i vyvojovy stupen, tato stadia oznacujeme jako larvu, nymfu a dospélce.
Dospéla klistata se obvykle pafi na hostiteli, samice po plném nasati odpadne a naklade

snusku vajicek ¢itajici 1000 — 1500 kust (Jongejan et al., 2004).



Obr. 1: Acarina, Ixodida, Ixodidae, Ixodes ricinus (klisté obecné).
A — dospély samec, B — dospéla samice, C — dospéla samice (po nasati), GN — gnathosoma,
SC — scutum (Stitek), ID — idiosoma. Ptevzato z: (Volf, Horak, 2007).

V Ceské republice se kligtata vyskytuji pfedevdim v listnatych a smiSenych lesich
S travnatym ¢i kiovinatym podrostem ¢i kolem vodnich ploch a tokd. Za ptfiznivych
podminek, kterymi je teplé pocasi a dostateCna vzdusnd vlhkost, zacina jejich aktivita jiz
vV druhé poloving bfezna a miize trvat az do poloviny listopadu, pficemz vrcholné aktivity
dosahuji od kvétna do cervence. V poslednich letech se vSak klistata v hojném poctu
objevuji i v méstskych parcich, na travnatych plochach uprostfed mést a Casto se s klistaty
setkavame i na zahradach kolem rodinnych domu. Tato skute¢nost vede bezpochyby k riziku
ziskani Lymeské boreliézy nebo klistové encefalitidy 1 ve méstech, a proto by mélo byt
V dnesni dobé ockovani proti klistové encefalitidé samoziejmosti i pro lidi, kteti volnou
pfirodu pfece jen bézn€ nenavstévuji. Ockovani proti Lymeské borelidoze prozatim
neexistuje, tudiz jsou preventivni opatfeni stale tou nejlep$i moznosti, jak se nakazam
vyhnout. Takovym preventivnim opatfenim mize byt pouziti repelenti a nosSeni obleceni
a dlouhych kalhot z hladké svétlé latky, na které budou ptipadna klistata dobie patrna,

pficemz hladky materidl znesnadni jejich pfichyceni. Prohlidka celého téla s pfipadnym



odstranénim piisatych klistat by méla nasledovat bezprostiedné¢ po navratu z ptirody.
Piedev§im béhem obdobi, kdy je aktivita kliStat nejvétsi, by se lidé méli vyhnout sezeni
a lezeni v lesnich a travnich porostech a pokud mozno se pohybovat jen po zpevnénych

cestach (http://www.szu.cz/tema/prevence/jak-se-chranit-pred-napadenim-klistaty).
2.2 Borrelia burgdorferi sensu lato, vycet zastupci

Borrelia burgdorferi nalezi do vyvojové velmi staré ¢eledi Spirochaetaceae, ktera
zahrnuje rody Borrelia, Leptospira a Treponema. Celed® Spirochactaceae se da
charakterizovat jako Celed’ extracelularnich patogent, dnes komplex B. burgdorferi sensu
lato zahrnuje celkem 19 druht, z nichz Sest bylo objeveno v poslednich péti letech diky
molekularné biologickym metodam (Rudenko et al., 2014). Konkrétné se jedna o druhy
Borrelia burgdorferi sensu stricto, B. afzelii, B. garinii, B. bissetti, B. andersonii, B. tanukii,
B. turdi, B. californiensis, B. japonica, B. lusitaniae, B. sinica, B. spielmani, B. valaisiana.
V ramci nové objevenych druht jde jmenovité o B. yangtze, B. carolinensis, (Rudenko et al.,

2009), B. bavariensis, B. americana, B. finlandensis a B. kurtenbachii (Margos et al., 2010).

2.2.1 Vybrani podstatni zastupci Borrelia burgdorferi sensu lato a jejich klinické

projevy pri infekci

Spirochety B. burgdorferi sensu lato jsou typické gramnegativni bakterie se
spiralovit¢ stoCenym télem, jejichz obvykla délka se pohybuje mezi 20-30 um a Sitka
0,2-0,5 um. Mezi peptidoglykanovou vrstvou a vnéj§i membranou je ukotveno 7 az 14
periplasmatickych bicika (Ge et al., 1998). Jejich zivotni cyklus je spjat s hostitelem v podobé

obratlovce a vektorem z fad ¢lenovcu.

Nejvice se vyskytujicim zastupcem v Severni Americe, ktery Clovéku zplsobuje
nakazu Lymeskou boreliézou, je B. burgdorferi sensu stricto, zatimco v Evropé jsou za
vétsinu nakaz odpovédny druhy B. afzelii a B. garinii. Druh B. garinii je taktéZ nejcastéji se
vyskytujicim druhem v asijskych zemich (Strle et al. 2009). Dnes jiz studiemi potvrzenym
faktem je, Ze projevy onemocnéni Lymeskou boreliézou se 1is$i v zavislosti na tom, jakym
druhem borelie je Clovek nakazen. Nejcastéj$im projevem nakazy B. burgdorferi sensu

stricto je podle studie provedené v Severni Americe artritida, coz doklada fakt, ze celych



60% pacientti nakazenych Lymeskou boreliézou vykazovalo tento klinicky projev choroby
(Steere A., 1989). Pokud budeme srovnavat, zjistime, Zze v Evropé, kde se vyskytuje
predevsim B. afzelii a B. garinii, je postizeno artritidou pouze 3-15% pacientii. Onemocnéni
zpusobené druhem B. garinii je velmi ¢asto spojeno s neuroboreliézou, zatimco infekce
B. afzelii ptednostné zplisobuje projev zvany erythema migrans (¢ervena okrouhla skvrna na
kazi s centralnim vybledem) a v pokrocilé fazi i acrodermatitis chronica atrophicans (ACA),
tedy chronické onemocnéni projevujici se ztencenim a atrofii kize. Spojitost mezi ACA
a infekci B. afzelii byla potvrzena molekularni studii vzorktl, ziskanych od pacienti
z n¢kolika evropskych zemi. Je zajimavé poznamenat, Ze ACA nikdy nebyla pozorovana
U Americanu, ktefi v zivot€ neopustili USA, coz do jisté miry dokazuje, ze B. burgdorferi

sensu stricto toto onemocnéni nezptsobuje (van Dam et al., 1993).

Borelie jsou pifenaSeny piredevsim klistaty z celedi Ixodidae, avSak jednotlivé
zastoupeni druhti se vramci svétovych kontinentt 1isi. V Evropé je to nejcastéji Ixodes
ricinus, ve vychodni Evrop¢ a Asii pak Ixodes persulcatus a v Severni Americe je hlavnim

vektorem Ixodes scapuaris a Ixodes pacificus (Margos et al., 2011).
2.3 Lymeska borelioza a jeji projevy

Lymeska borelidoza byla spole¢né s jejimi piriznaky poprvé popsdna v roce 1975
(Steere et al., 1977), avsak jeji ptivodce Borrelia burgdorferi byl izolovan az v roce 1982
Willy Burgdorferem z klistéte ziskaného z endemické oblasti (Burgdorfer et al., 1982).
Tento objev odstartoval novou éru ve vyzkumu této nemoci a v oblasti pochopeni interakci
mezi vektorem a prenaSenym patogenem. V dnesni dobé ma Lymeska borelidza status velmi
vyznamné a nebezpeéné nemoci, proti niz stale neni vyvinuta G¢inna vakcina, 1 kdyz je
V pocateéni fazi toto onemocnéni velmi dobie léCitelné bézn€ dostupnymi antibiotiky,
jakymi jsou peniciliny, makrolidy, cefalosporiny nebo tetracykliny. Jednda se
o multisystémové onemocnéni postihujici mnoho oblasti téla ¢lovéka od klize, pies nervovy
systém, klouby a srdce a nelécené muze ptejit az do chronické faze. Samotna spirocheta je

pfenasena klist'aty rodu Ixodes, a to zejména béhem jara a 1éta.



Pribéh Lymeské borelidzy se da rozdelit do Ctyt fazi — Casnd lokalizovana faze, faze
diseminovana, pozdni faze a post-Lyme syndrom. Prvni zndmkou onemocnéni Casto byva
tzv. erythema migrans (Obr. 2), ¢ervena okrouhld skvrna s centralnim vybledem, ktera se
objevi v misté¢ prisati klistéte obvykle do 14 dnl. Nicméné v nekterych piipadech se
setkavame s objevenim erythema migrans az po 30 dnech od prisati klistéte, ¢i s jeji uplnou
absenci (Nadelman, 1996). Po n¢kolika dnech az tydnech se primarni 1éze rozsiti a objevi se
typické pfiznaky jako horecka, bolest hlavy, ztuhlost Sije, bolesti svali a kloubt
a vV neposledni fad¢ tinava a maléatnost. Pozd¢ji se mohou v piipad€ neléené nemoci objevit
zavazné neurologické potize, mezi néz patii kranialni neuropatie, tedy obrna licniho nervu,
kterd muze byt i oboustrannd a Bannwarthiiv syndrom, vyznacujici se velmi bolestivym

zanétem miSnich kotenti (Marques A. R., 2010).



Obr. 2: Erythema migrans. (pfevzato z: Marques A. R., 2010)

VétSina pacienttl, ktera prodélala boreliozu a podrobila se obvyklé 1é¢be, nevykazuje
7adné prervavajici obtiZe a jejich zdravotni stav je nadale uspokojivy. Cast pacientt viak
uvadi, Zze se u nich objevily symptomy, s nimiz se pfed prodélanim boreliézy nijak
vyznamné nesetkavali. Tyto pfiznaky jim ale nadale vyrazn€ ovliviiuji kvalitu Zivota
negativnim zptisobem. Ptikladem téchto obtizi mohou byt zvySend tinava, poruchy spanku,
bolesti hlavy, poruchy soustfedéni a i po opakovaném pieléCeni antibiotiky pietrvavajici
bolesti svall a kloubti. Obecné tyto symptomy oznacujeme jako post-Lyme syndrom a jejich

pfi¢ina prozatim nebyla pfesné odhalena (Marques A. R., 2010).



2.3.1 Lymeska boreliéza v Ceské republice

Pocet piipad vyskytu Lymeské boreliozy v Ceské republice stoupal az do roku
1995, kdy doséahl svého vrcholu. Tento trend se potvrdil 1 u vyskytu ndkazy virem klistové
encefalitidy. V roce 2012 doslo ke snizeni po¢tu nakaz Lymeskou boreliozou na 3304
ptipadl, avsak v roce 2013 pocet onemocnéni stoupl na 4646 hlasenych pripadu (Obr. 3).
Nejvice piipadii onemocnéni bylo v roce 2013 nahlaseno v ¢ervenci, coz je z dlouhodobého
hlediska  nejvice  postizeny  mésic. (http://lwww.szu.cz/uploads/Epidemiologie/

Lymeska_borrelioza/Lymeska_borrelioza_za rok 2013.pdf)

Lymeska borrelioza (A69.2), Ceska republika, 19892013,
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Obr. 3: Pocet hlagenych piipadti Lymeské boreliozy v CR v letech 1989-2013. (ptevzato z:
http://www.szu.cz/uploads/Epidemiologie/Lymeska_borrelioza/Lymeska_borrelioza_za rok 2013.pdf)



Na nésledujicim kartogramu (Obr. 4) jsou vyobrazeny pocty nakazenych osob
vramci byvalych okresti vroce 2012. V poslednich letech se vyrazné¢ zvysil pocet
nahlasenych infekci Lymeské boreliozy v oblasti Ceskomoravské vrchoviny (podobny trend
zaznamenavame i u klistové encefalitidy), coz se pfipisuje disledku klimatickych zmén.
(http://www.szu.cz/uploads/Epidemiologie/Lymeska_borrelioza/Lymeska_borrelioza_za
rok _2013.pdf)

Lymeska borrelioza, 2012, pripady podle okresu
pravdépodobneé nakazy (expozice)

pripady
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23-36
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Obr. 4: Pocet ndkaz Lymeskou borelidzou v ramei okrestt CR V roce 2012. (pievzato z:

http://www.szu.cz/uploads/Epidemiologie/Lymeska_borrelioza/Lymeska_borrelioza_za rok_2013.pdf)

Lehce wvzristajici tendence pocCtu ndkaz Lymeskou boreliozou je patrna
i Vvcelorepublikovém poctu nahlasenych infekci. V porovnani s vyskytem klistové
encefalitidy je vSak Lymeska borelioza stiale hlavnim a nejcastéjSim onemocnénim
prenaSenym klistaty na nasem uzemi. Celkové pocty nakaz klistovou encefalitidou jsou za
rok podstatné nizsi, coz miizeme piiGitat jiz uréité mife proodkovanosti obyvatelstva Ceské
republiky (Tab. 1), (http://www.szu.cz/publikace/data/vybrane-infekcni-nemoci-v-cr-v-
letech-2003-2012-absolutne).



Tab. I: Nahlagené poéty nikaz v CR Lymeskou boreliézou a klistovou encefalitidou v letech 2004 —
2013. (ptevzato z: http://www.szu.cz/publikace/data/vybrane-infekcni-nemoci-v-cr-v-letech-2003-2012-

absolutne)
Rok Lymeska borelioza | KliStova encefalitida
2004 3243 507
2005 3647 643
2006 4370 1029
2007 3558 546
2008 4350 631
2009 3863 816
2010 3597 589
2011 4834 861
2012 3304 573
2013 4646 625

2.4 Vzajemna interakce klistéte a borelie

Borrelia burgdorferi, jakozto snad nejznamé;jsi klistaty pienaSeny patogen, Si musela
vyvinout velice dimyslny mechanismus, jakym piezit jak v samotném klistéti, tak nasledné
I v hostiteli, do kterého se dostane ze slin krev sajiciho klistéte. Jeji uspéch zavisi predevsim
na schopnosti kolonizovat riizné tkdn€ a potlacit imunitni mechanismy hostitele. Schopnost
skryvat se pred imunitnim systémem hostitele ji umoziuje Castd zména povrchovych
proteind, jejichz exprese se liSi v zavislosti na prosttedi, v némz se borelie pravé nachazi.
Tato Castd zména je umoznéna tim, Ze borelie oproti jinym bakteriim vénuji velkou cast
svého genomu pravé kodovani lipoproteintt (Casjens et al., 2000). Je jisté, ze prozatim

nezname kompletni slozeni klistécich slin a jejich ptesny vliv na borelie ¢i jejich pfenos, ale
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jiz n€kolik latek mizeme oznacit za latky napomocné boreliim v GspéSném pienosu na

hostitele a v jejich nasledném rozsifeni.
2.4.1 Vybrané klicové povrchové proteiny B. burgdorferi

V okamziku, kdy se borelie dostanou spolecné s krvi hostitele do stieva klistéte,
zacnou na svém povrchu exprimovat povrchovy protein OspA (outer surface protein A),
(Schwan et al., 1995), diky kterému se navazou na protein TROSPA (tick receptor for
OspA), jenZ se nachazi ve stievé klistéte a funguje zde pro borelie v podstaté jako kotevni
misto az do okamziku jeho dal§iho sani. Tato protein-proteinova interakce pomahé boreliim
setrvat ve stieveé, aniz by je ohrozily travici pochody a obranné mechanismy klistcte.
V okamziku dalSiho sani klistéte snizi borelie produkci OspA, klisté zaroven snizi produkei
TROSPA a borelie se zatnou piesouvat ze stieva pies hemolymfu az do slinnych zlaz, odtud
se spolecné se slinami dostanou do téla hostitele. Toto spolecné snizeni produkce klicovych
proteinit umozni boreliim snadné opusténi kliStéciho stfeva pravé ve chvili, kdy kliste
samotné dalsi sani zapoc¢ne (Pal et al., 2004). Dale dochazi ke zméné produkce 1 jinych
povrchovych proteinti, konkrétné se snizi exprese OspB (outer surface protein B), naopak
vyrazné se zvysi produkce OspC (outer surface protein C) a nasledné i cela fada dalSich
povrchovych proteinti, naptiklad BBK32, DbpA a DbpB (Fikrig et al., 2000). A pravé
protein OspC je kliCovy pro zdarny pifesun borelii do slinnych zlaz klistéte a dale jejich

uspésné rozsiteni v hostiteli (Pal et al., 2004).
2.4.2 Slinami aktivovany prenos - saliva activated transmission (SAT)

S pfibyvajicim poctem vyzkumi v oblasti slinami aktivovaného pfenosu vyvstava na
povrch stale vice dikazi o tom, ze za usp&Snym rozSifenim B. burgdorferi, a nejspise
1 jinych klistaty pfendSenych patogent v hostiteli, stoji jejich schopnost vyuzit
farmakologicky aktivni a imunomodulacni latky ze slin klistéte. Samotny slinami aktivovany
pfenos je v pifipadé klistat a jimi pfendSenych patogent charakterizovan jako podpora
pienosu patogenu na hostitele za pomoci ucinku latek obsazenych v klistécich slinach. Prvné
byl termin SAT pouzit v piipadé pienosu viru Thogoto u klistéte Rhipicephalus
appendiculatus, avSak do dnesni doby byl popsan nejen u B. burgdorferi, ale i u viru

klistové encefalitidy. SAT byl zjistén i u zcela jinych vektort a jimi pfenaSenych patogend,
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jakymi jsou naptiklad Leishmania spp., jejimz vektorem je Phlebotomus a Lutzomyia, nebo

u komart rodu Aedes a Culex a jimi pfenasenych vird (Nuttall, Labuda, 2004).

Protein Salpl5 byl pavodné popsan jako imunomodulacni protein obsazeny ve
slinach klistéte, potlacujici aktivaci a proliferaci CD4+ T lymfocyti (Anguita et al., 2002).
Nasledné byl vSak klicovy pro potvrzeni teorie o slinami aktivovaném ptenosu, jelikoz se
nam zde dokazuje jistd spoluprace mezi kliStétem a boreliemi. Tento protein obsazeny ve
slinach klistat umoziiuje boreliim nepozorované proniknuti do téla hostitele a nasledné jim

tak zjednodusuje jejich rozsiteni.

Ramamoorthi et al. pfiSel ve své studii s dikazem, ze borelie opoustéjici slinné zlazy
klistéte Ixodes scapularis maji na svém povrchu navazany specificky slinny protein Salp15
(Obr. 5). Zajimavosti vsak je, ze tento protein byl na povrch borelii navazan diky interakci
S jednim z povrchovych proteint borelii, konkrétn¢é s OspC, coz stavi Salp15 do role prvniho
a zcela nového ligandu pro OspC. Mnozstvi Salp15 ve slindch klistéte bylo zvyseno, jestlize
klist¢ bylo infikovano boreliemi oproti kliStéti neinfekénimu. Je vSak pozoruhodné, Ze
produkce Salpl5 je spjata piimo s B. burgdorferi, jelikoz mnozstvi Salp15 ve slinach klistéte
zustalo nezménéno v piipadé€, ze bylo infikovano jinym klistaty pfenaSenym patogenem,
kterym v tomto piipadé byla bakterie Anaplasma phagocytophilum. Naslednymi pokusy bylo
dokazano, ze Salp15 je klicovy i pro efektivnéjsi a rychlejsi rozsiteni borelii v hostiteli, a co
je podstatné, borelie jsou diky Salpl5 prokazatelné chranény pied U¢inkem hostitelskych
protilatek. Specificky kmen mysi C3H byl infikovan boreliemi, avSak borelie byly do téla
mysi vpraveny spole¢né se Salpl5. U téchto mysi bylo mnozstvi borelii v kloubech, kiizi
a mocovém meéchyii po 25 dnech nékolikandsobné vyssi nez u kontrolni skupiny, které byly

vpraveny pouze samotné borelie (Ramamoorthi et al., 2005).
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In the tick
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Obr. 5: Ve stievé nenasatého klistéte dochazi k interakci povrchového proteinu borelii OspA
s proteinem klistéciho stfeva TROSPA. Poté co dojde k sani klistéte, snizi se produkce OspA, naopak se zvysi
produkce OspC a dojde k migraci B. burgdorferi do slinnych Zlaz klistéte. Zde se na povrchovy protein borelii
OspC navaze slinny protein Salp15, ktery nasledné usnadni boreliim jejich rozsifeni v hostiteli. (Fikrig,
Narasimhan, 2006)

Slinny protein klistat Salpl5 je pozoruhodny i dalsi svou vlastnosti, konkrétné tim,
7e je schopny potlagit aktivaci CD4" T lymfocytii. Efekt proteinu Salpl5 se projevi jiz
béhem casnych aktivacnich procesti, coz je obdobi, kdy T lymfocyty jesté nejsou schopny
vyprodukovat IL-2. IL-2 funguje dale jako stimulujici prvek proliferace T lymfocyti, a tedy
jeho absenci se nasledna produkce T lymfocytli zna¢né snizi. Samotna inhibice proliferace
T lymfocyti je zpuasobena vazbou Salpl5 na proteinové komponenty na povrchu
T lymfocytd, cimz nasledné potlaci tok vapenatych iontd (Anguita et al., 2002). Protein
Salp15 se vaze na CD4 receptor na povrchu Th lymfocyt skrz svou C-termindlni ¢ést, coz
zplisobi pferuseni pienosu aktivacniho signdlu a zamezi tak proliferaci T bunék

(Garg et al., 2006).
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Hovius et al. ve své studii z roku 2008 prisel s dikazem, ze protein Salpl5 ma jisty
vliv i na dendritické buiiky (Hovius et al., 2008). Dendritické buiiky jsou totiz klicové pro
nastoleni imunitni odpovédi, jelikoz rozpoznavaji antigen pomoci vazby na Toll-like
receptor, rozpoznany antigen nasledné transportuji do lymfatickych uzlin, kde je prezentovan
T lymfocytim. Dendritické buniky poté zacnou produkovat cytokiny klicové pro zahdjeni
imunitni odpovédi (Banchereau, Steinman, 1998). U¢inek proteinu Salpl5 je na povrchu
dendritickych bun&k zacilen na tzv. C-type lektin nazyvany DC-SIGN, coZ ve vysledku
inhibuje vznik prozanétlivych cytokind, kterymi jsou IL-12p70, IL-6 a TNF-a. Tyto zmény
navic vedou k potladeni jedné ze zékladnich funkci dendritickych bunék, konkrétné

K potlaceni stimulace T lymfocytt (Hovius et al., 2008).

Protein Salpl5 byl studiemi zkouméan i jako latka pouzitelnd pro vakcinaci.
Dai et al. vr. 2009 provedl studii zalozenou na podani Salpl5 antiséra mySim, coz vedlo
k prokazatelné ochrané pted infekci boreliemi. Zajimavosti je, Ze toto antisérum zvysilo
1 protektivni schopnosti protilatek proti OspA a OspC antigeniim. Vakcinace molekulami
vektoru, které jsou podstatné pro prenos a Uspésné rozsSifeni prenasené¢ho patogenu
v hostiteli, se zda byt jednou z moznych variant vakcinace, ktera by mohla byt v budoucnu

pouzita i proti dal§im podobné pienasenym patogentim (Dai et al., 2009).
2.5 Vakciny proti Lymeské borelioze

Ockovani je bezpochyby ten nejefektivnéjsi zpusob, jak zabranit pfenosu vysoce
infekénich onemocnéni v populaci, a to jak nemoci pienosnych z ¢lovéka na ¢lovéka, tak
téch, které jsou na Clovéka prendSeny nckterymi vektory. Klistata jsou povazovana po
a piisobici nemalé Skody na skotu a ostatnich domestikovanych zvitatech. AvSak navzdory
faktu, ze jsme velmi pokrocili v oblasti objevt latek obsazenych ve slinach klist’at a jejich
ucinku, stale jsme jesté¢ nenalezli spolehlivy zplsob, jak téchto latek vyuzit a najit proti
Lymeské borelioze funkéni a pro ¢lovéka bezpecné ockovani. Tato skuteCnost je o to vice
alarmujici, ze v poslednich letech rapidné ptibyva osob nakaZenych nemocemi pfenaSenymi
klistaty. Je vskutku zarazejici, ze i v pfitomnosti komeréné¢ proddvané a bezpecné vakciny

proti klistové encefalitidé, je pocet pfipadli nakazeni touto zavaznou nemoci v porovnani
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Sjinymi zemémi stale vysoky. V historii se jiz nckteré pokusy o vyvoj vakciny proti
Lymeské boreliéze uskutecnily, pfi¢emZ jedna z vakcin zaloZend na povrchovém proteinu
borelii OspA se dokonce objevila na trhu, avSak diky zdravotnim komplikacim, které

zpusobovala oockovanym osobdm, byla z trhu staZena.

Strategii vyvoje vakciny proti klistatiim mtzeme v dnes$ni dob¢ zacilit na tfi skupiny
antigent. Prvni takovou skupinou jsou exponované antigeny, tedy antigeny, které jsou
uvolfiovany ze slinnych zlaz klistéte a spolu se slinami se dostavaji do rany v misté jeho
piisati. Zde interaguji s imunitnim systémem hostitele a vyvoldvaji pfisluSnou imunitni
odpovéd’, konkrétné dendritické bunky dopravi tyto antigeny do lymfatickych uzlin a zde je
prezentuji T lymfocytim. Vyhodou takovychto vakcin je fakt, Ze kazdé dalsi sani kliStéte by
zpusobilo opakovanou imunizaci jedince, u kterého by se takto titr protilatek v Krvi

jednoduse obnovil ¢i zvysil (Larregina, Falo, 2005).

Druhou skupinou jsou antigeny skryté, které s hostitelskym imunitnim systémem
prakticky nepfijdou do styku. Typickym piikladem skrytych antigeni jsou antigeny
obsazené¢ v kliStécim stieve, které se dostavaji do styku s imunoglobuliny
z nasaté hostitelské krve. V podstaté jakykoliv antigen klistéte, ktery neni prezentovan
imunitnimu systému hostitele, zato se setkavd simunoglobuliny hostitele a zajistuje
nékterou z vitalnich funkci klistéte, je potencidlnim kandidatem pro vyvoj vakciny zalozené
na skrytém antigenu. V praxi by to ale znamenalo vytvofit vakcinu, ktera bude obsahovat
extrakt z ptislusné tkané¢ klistéte, coz by v hostiteli nasledné vyvolalo tvorbu specifickych
imunoglobulint zacilenych na konkrétni klistéci tkan. Ty by byly nasaty kliStétem pti sani
hostitelské krve, doslo by k interakci téchto imunoglobulinti a skrytych antigent, coz by
nasledn¢ vedlo k poskozeni vitalnich funkci klistéte. AvSak diky tomu, Ze skryté antigeny
nepiijdou pii sani klistéte do styku s imunitnim systémem hostitele, musela by nejspise po

urcité dobé probihat u oo¢kovanych jedinct revakcinace (Nuttall et al., 2006).

Tteti skupinou jsou tzv. dudlni vakciny, tedy vakciny vyuzivajici kombinaci
exponovanych a skrytych antigenti. Tato kombinace spojuje vyhody a vlastnosti obou
skupin, tedy opakovanou imunizaci ptfi kazdém dalSim sani klistéte a zkiiZenou reakci
s vnitfnim prostfedim klistéte, ktera zptisobi jeho fatalni poSkozeni. Do budoucna se dudlni

vakciny jevi jako nejvice perspektivni. Idealnim vysledkem pouziti vakciny zacilené jak na
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exponované, tak i skryté antigeny klistéte by méla byt jejich zvySenad imrtnost, snizeni Sance
na prenos patogenl, snizeni mnozstvi nasaté krve a tim i1 zmenSeni snlsky vajec

(Nuttall et al., 2006).

Specifickym druhem vakcin je vyvoj tzv. trans-block vakcin, které by zabranily
pienosu patogenu z vektoru na hostitele. V piipadé uspésného vyvinuti takové vakciny by
bylo nejspiSe mozné zabranit prenosu vice klistaty prendSenych patogenti pouze timto

jednim typem vakcinace (Merino et al., 2011).

2.6 Prokazany vliv B. burgdorferi sensu lato na chovani a fyziologii

klistéte celedi Ixodidae

Zkoumat vliv parazitii na jejich vektor je do budoucna velice uzite¢né z hlediska
vyuziti takto ziskanych poznatkli na poli boje proti pienosu téchto patogent na koncového
hostitele. Nejinak je tomu i v ptipad¢ klistat, zejména proto, ze na Lymeskou boreliézu stale
nemame spolehlivou a funkéni vakcinu, ¢imz se prevence pfisati klistéte stava stale tou
nejlepsi obranou, jak se nakaze Lymeskou boreliozou vyhnout. Pravé z tohoto diavodu se
stava zkoumani G¢inku borelii na chovani klistéte velmi podstatnym. Ackoliv je oblast vlivu
parazitl na fyziologii a chovéani klistat jen velmi malo prozkoumana, nékolik vyzkumi

zabyvajicich se touto tématikou bylo jiz piece jen provedeno.
2.6.1 ZvySené mnozstvi tuku v téle infekcnich klistat

Jednim z pozoruhodnych zjisténi je fakt, ze nymfy klistéte I. ricinus infikované
boreliemi mély vetsi velikost téla, oproti nymfam neinfikovanym a zaroven mély infek¢ni
nymfy v priméru o 12.1% vé&tsi obsah tuku v téle. To muZe byt zpiisobeno pozménénim
nekterych interakci mezi vektorem, hostitelem a patogenem. Jako mozné pti¢iny se mohou
jevit napfiklad vliv borelii na sani klistat, mozné zmény v jejich traveni, v genové expresi
infek¢nich klistat nebo také diky vlivu borelii na klistéci chovani. Diky tomu, ze klistata
infikovana boreliemi maji prokazatelné vétsi télo, ztraceji tak méné vody nez mensi a tedy
neinfekéni jedinci, infekéni klisté tak mize stravit delsi dobu hledanim hostitele a nepfimo si
zvySuje svou Sanci na piisati. MenSi klisté s vétSim odparem vody se musi Castéji vracet do

vlhkého podrostu k rehydrataci, ¢imz je pak nasledné znevyhodnéno (Herrmann et al., 2013).
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Vseobecné se tedy predpoklada, ze klistata infikovand boreliemi maji vétsi podil
télniho tuku, nasledkem ¢ehoz jsou méné aktivni, na rozdil od neinfekénich jedinct. Z toho
které jsou pak logicky vyssi nez u neinfekénich jedincl. Zajimavou poznamkou muize byt
i fakt, Ze zvySené mnozstvi tuku v téle klist'at by mohlo mit ptivod také v teorii, Ze borelie
ovliviyji kvalitu kliStétem ptijimané potravy, tedy krve. Konkrétné tak, Ze ptitomnost borelii
by mohla zvySovat koncentraci glukosy v pfijimané krvi a tim i zvySovat jeji vyzivovou
hodnotu pro klisté. Tato teorie vSak zatim nebyla potvrzena zddnou dosud zveiejnénou studii
(Herrmann et al., 2013). Dal$im moznym vysvétlenim by mohl byt i vliv borelii na genovou
expresi klistéte, kterd by zvysila uklddani tuku v téle. Tato teorie se opira o studii
provedenou na klistéti Rhipicephalus (Boophilus) microplus, které parazituje predevsim na
hospodarskych zvitatech. U tohoto klistéte se potvrdil vliv pfendSenych patogenti na expresi
genll spojenych s metabolismem tuki, coz se projevilo jeho zvySenym ukladanim v téle

klistat (Angelo et al., 2010).
2.6.2 VysSi odolnost boreliemi infikovanych klistat v prostiredi s nizkou vlhkosti

Pro klist’ata, stejn¢ tak jako pro jiné suchozemské ¢lenovce, je jednou z nejvétSich
obtizi udrzet si optimalni mnozstvi vody v téle v relativné suchém prostiedi, v némz ziji.
Optimalni vzdu$na vlhkost pro klisté I. ricinus se zda byt kolem 70-80%, tato uroven
vlhkosti jim zajist'uje dostatecnou aktivitu pfi vyhledavani hostitele a standardni délku Zivota
(MacLeod, 1935). Zvysena hladina vlhkosti ovliviiuje pieziti I. ricinus pozitivné, zatimco
zvyseni okolni teploty ovlivituje pieziti negativné. Kombinace téchto dvou faktorGi ma na
preziti klistat daleko vétSi negativni dopad, nez jednotlivé faktory zvlast. Jednim
zajimavym, avSak mozna predvidatelnym poznatkem je, ze laboratorn¢ odchované nymfy
pfezivaji aZ nebyvale dobfe v podminkach snepfiznivymi teplotnimi a vlhkostnimi
podminkami ve srovnani s nymfami odchycenymi v pfirodé. Divodem muiize byt vyssi obsah
télniho tuku u nymf odchovanych v konstantnich laboratornich podminkach a s tim spojena

absence jakéhokoliv stresu béhem jejich zivota (Herrmann, Gern, 2010).

Studie provedené v nedavné dob¢ piinaseji piekvapivé zjisténi, konkrétné takové, Ze
klistata infikovana boreliemi jsou vice tolerantni k suchému prostedi, a dokonce v téchto

pro né¢ nevhodnych podminkach déle prezivaji, v porovnani s klistaty neinfekénimi. Tento
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fakt je kliCovy zejména pro klistata ze skupiny Ixodes, ktera jsou velmi citlivd na nizkou
uroven vlhkosti, pfi¢emz konkrétné 1. ricinus je na tyto k Zivotu nevhodné podminky citlivé
nejvice. Prezivani infikovanych klistat v nepfiznivych teplotnich a vlhkostnich podminkach
se 1181 v zavislosti na jejich vyvojovém stadiu a mife infekce. Infekéni nymfy pfezivaji velmi
dobie a mira infekce na né¢ nema naprosto zadny vliv. Dospélci jsou ale pozitivné ovlivnéni
infekci B. burgdorferi jen do okamziku, kdy je mnozstvi borelii cca 160 000 spirochet na
jedno klisté. To se zd4 byt hrani¢ni hodnotou borelii, pfi jejimz piekroCeni zacina mit
infekce boreliemi negativni vliv na dospél¢ klisté. Divodem se zd4a byt fakt, Ze toto mnozstvi
energetickych rezerv. Dospélé klisté jiz nasledné neni schopno celit zhorSenym teplotnim
a vlhkostnim podminkdm. Rozdil G¢inku borelii na nymfy a dospélce je nejspise zplisoben
tim, ze nymfy nedosdhnou nebo jen velmi vzacné dosdhnou takového mnozstvi borelii v téle.

(Herrmann, Gern, 2010).
2.6.3 Vlivinfekce boreliemi na aktivitu klistat

Jak bylo jiz diive poukazano, borelie ovliviiuji sviij vektor v mnoha smérech, avsak
kliste je podle zjisténych informaci ovlivnéno i co se aktivity tyce. Studie provedena Lefcort
a Durden v roce 1996 upozornuje na fakt, ze infekce B. burgdorferi prokazateln¢ pozménuje
chovani klistéte 1. scapularis, coz bylo prokazano sérii pokust zkoumajicich jejich aktivitu.
U dospélcti se tato zména projevila mnohem vyraznéji nez u nymf. Infekéni dospélci byli
prokazatelné¢ méné aktivni, velmi neochotné piekondvali pirekdzky a vyhybali se setrvani
a lezeni po povrchu ve vertikdlni poloze. Navic dle dostupnych informaci, klistata
infikovana B. burgdorferi vyhledavaji své hostitele v mensich vyskach nez klistata
neinfikovana (Lefcort, Durden, 1996). Podle dostupnych vyzkumi, miZeme prokazatelné
tvrdit, Ze dospéla klistata ve volné ptirod¢ vyhledavaji své hostitele v prostiedi vysoké
vegetace (63.8% dospélych samic), na rozdil od nymf, které se zdrzuji v pfevazné vétsSing
(82.2%) pti zemi (Dantas-Torres, Otranto, 2013).

.....

naopak preferuji stanovisté ve vertikalni poloze a vysSich vySkach. S ne zcela absolutni
jistotou muzeme prohlasit, ze oproti neinfekénim nymfam piekondvaji prekazky lépe,

nicméné tato skute¢nost nebyla s jistotou prokazana (Lefcort, Durden, 1996). Dalsi ptiklady

18



pokust zkoumajicich zmény v aktivité¢ a chovani klistat infikovanych B. burgdorferi jsou

pfedmétem mé diplomové prace.
2.6.4 Ovlivnéni fototaxe klistat infikovanych boreliemi

Jak jiz bylo fe€eno, klistata jsou velmi citlivd na nevyhovujici okolni podminky
a Spatné piezivaji v prostfedi, které plné nevyhovuje jejich narokiim. Citliva jsou zejména na
nizkou uroven vlhkosti ve spojeni s vysokymi teplotami. Zda se, Zze boreliovd infekce
ovliviiuje fototaxi klist'at. Infekéni nymfy vykazovaly vétsi tendence k pobytu na slunném
stanovisti, zatimco u dospélcii se rozdil v preferovani svétla ¢i stinu nepotvrdil (Lefcort,
Durden, 1996). Tento experiment jsem se rozhodla diky neur¢itym vysledkiim v ptipadé

dospélct zopakovat v ramci mé diplomové prace.
2.7 Priklady vlivu paraziti na jejich vektory

Tak jako maji parazité prokazatelny vliv na ¢lovéka, zejména s vysledkem zhorSeni
zdravotniho stavu, maji parazité vliv i na svého hostitele z fad ¢lenovcl ¢i mékkysa. V tomto
piipad¢ vsak mame mnoho dikazl pfimo o manipulaci hostitele parazitem. Pfenos samotny
je klicovym faktorem zvysujicim fitness parazita, diky tomu nachdzime mnoho piiklada
zmén chovani hostitele zpisobenych prenaSenym patogenem, které ve vysledku zvysuji jeho
Sanci pro ptenos. Tento d&j miZeme demonstrovat mnoha dikazy, kuptikladu mravenci
napadeni houbou Cordyceps vystoupaji tésné pred svou smrti na vyse posazené listy rostlin
proto, aby bylo nasledné rozsifeni spor této houby co nejefektivnéjsi (Evans H. C, 1982).
Jinou a mozna i znamg&jsi ukazkou mize byt ptiklad manipulace krabi Carcinus maenas.
Tito krabi byvaji napadani a nasledné i vykastrovani kofenohlavcem Sacculina carcini, ktery
na jejich povrchu vytvoii externu (jeho vnéjsi ¢ast), tu pak krab chrani a stara se o ni jako

o své vlastni potomstvo (Rasmussen, 1956).

Dalsim z piikladi je interakce mezi mofskym plzem Cerithidea californica
a jeho parazity ztfidy motolic. Bylo prokazano, ze v populaci plzii vysoce infikované
motolicemi plzi dospivaji mnohem dfive nez v populaci bez vyskytu nebo jen svelmi
nizkym vyskytem motolic. Tento vysledek indikuje vznik genetickych zmén v napadené

populaci plza (Lafferty, 1993).
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Pokud se budeme drzet skupiny krev sajicich ¢lenovctl, nalezneme i zde nékolik
diikazli o manipulaci vektoru svym patogenem. Malérie je pfedevS§im v Africkych zemich
velkou hrozbou a diky cestovani se s ni potyka i daleko vice lidi, ktefi by s ni za normalnich
okolnosti nepfisli do styku. Zajimavé ovSem je, Ze za jejim Sifenim nestoji jen samotny
komar, ale jisty vliv na vlastni pfenos této choroby maji ptimo plasmodia. Oocysta je
nepienosné stadium plasmodii, které musi setrvat po n€kolik dni ve stfevé komara, dokud
nedojde k uvolnéni sporozoiti, tedy stadia, které je jiz pfenosné na obratlovce. Bylo zjisténo,
ze komari rodu Anopheles majici ve svém stfevé nepienosné oocysty snizuji frekvenci, se
kterou saji krev na hostiteli. Naopak ve chvili, kdy nesou jiz k pfenosu pfipravené
sporozoity, se jejich frekvence sani krve zvysuje. Tyto vyznamné zmény v chovani komara
zpusobené parazitickou infekci maji tedy zasadni vliv na epidemiologii malarie (Anderson

R. A, 1999).

Encefalitida zptuisobena La Cross virem (Bunyaviridae) je nejcastéjsi a v podstaté
1 nejbéznéjsi komary prendsené onemocnéni v USA. Nejohrozengjsi skupinou jsou pak
zejména déti, u kterych je vyskyt této nemoci nejcastéjSi (Rust et al., 1999). Studie
provedena na komaru Aedes triseriatus potvrdila, Ze infekce La Coss virem
u transovarialné infikovanych jedinci zpusobuje jejich diivéjsi inseminaci, a dokonce
1 vys$$i frekvenci pafeni oproti komarim neinfekénim. Skutec¢nost, Ze infekéni samice maji
veétsi Sanci na spafeni, miiZze byt v epidemiologii La Cross viru velmi podstatna, jelikoz je

zde mnohem vice pfileZitosti pro transovarialni a venericky pienos viru (Reese et al., 1999).
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S La Cross virem je spojen i vliv na potravni chovani komara Aedes albopictus
a jiz zminéného Aedes triseriatus. Oba druhy komarG saly mnohem men$i mnozstvi
hostitelské krve v ptipad¢, kdy byly infikovany La Cross virem. Odlisné mnozstvi pfijimané
krve nijak nesouviselo s velikosti téla komart, tato teorie byla s jistotou po prubézném
premétovani velikosti tél komard vyvradcena. Takto pozménéné pfijimani potravy vede
k ¢astéjSimu sani na jinych hostitelich, coz nasledn¢ zptsobi zvyseni Sance horizontalniho
pfenosu La Cross viru na dal$i hostitele. Pochopeni mechanismu, jakym virus ovliviiuje
chovani komart, vedouci k jeho lepSimu a snaz§imu pienosu, mize v budoucnu napomoci
K vyvoji novych strategii, jak pfenos viru kontrolovat (Jackson et al., 2012). Prozkoumani
vlivu borelii na potravni chovani klistat, a to jak nymf, tak dospélct, byl jeden

Z experimentd, kterym jsem se zabyvala ve své diplomové praci.
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3 Cile prace

o Zmapovani a zhodnoceni vlivu infekce Borrelia afzelii na dobu potfebnou
pro piisati, délku sani, potravni chovani, celkovou aktivitu pii vyhledavani

hostitele a fototaxi nymf a dospélcu klistéte Ixodes ricinus.

. Zhodnoceni moznosti vyuziti vysledkl experimenti a zjiSténych informaci
0 chovani klistat pro prevenci prisati klistéte v jeho pfirozenych

podminkach.

o Zhodnoceni moznosti vyuziti zjiSténych vysledkli pro prevenci pted

ziskanim Lymeské boreliozy.
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4 Material a metody

4.1 Laboratorni zvirata
4.1.1 Mysi

Pro experimenty byly pouzity SPF samice mysi kmene C3H, které byly zakoupeny
od firmy AnLab, s.r.o (dodavatel Charles River). Mysi byly chovany ve specific-patogen
free prostorach parazitologického tstavu, Biologického Centra AV CR pii konstantnich
podminkéch 22°C a relativni vlhkosti 65%. Chov mysi byl provadén v plastovych boxech na
podestylce ve formé dievénych pilin, kde mély nepfetrzity a neomezeny piistup ke

kompletni potravé v podob¢ suchych pelet a pitné vody.
4.1.2 Klistata

Klistata Ixodes ricinus pouzita pro experiment byla odchovana na pracovisti
Parazitologického tstavu BC AV CR, ptivodné v$ak byla ziskana ze samic z volné piirody.
Zde jsme vychazeli z predpokladu, ze borelie nejsou transovarialné pienosné, nicméné tento
pfedpoklad byl nasledné ovéfen otestovanim nymf na pfitomnost borelii. Klistata byla
chovana ve 24°C pii 96% relativni vlhkosti. Fotoperioda je v chovech klist'at nastavena na

15 hodin svétla a 9 hodin tmy.
4.1.3 Borelie

V experimentech byly pouzity bakterie Borrelia afzelii kmene CB-43. Borelie byly
kultivovany v Barbour-Stoenner-Kelly-H (BSK-H) mediu (Sigma) s ptidavkem 6% krali¢iho

séra Vv termostatu pii konstantni teploté 33°C.
4.1.3.1 Stanoveni poctu borelii dle Magnusona

Na podlozni sklo bylo naneseno 3,5 ul kultury borelii a piikryto krycim sklickem
0 velikosti 18 x 18 mm. Takto pfipraveny preparat byl prohlizen v temném poli optického

mikroskopu pii 400 nasobném zvétSeni, pficemz se pocitalo mnozstvi borelii ve 20 zornych
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polich. Vysledny pocet borelii se zpriméroval a dosadil se do vzorce podle Magnusona

(Magnuson et al., 1948):
pocet borelii/3,5=a * 7,7 * 10°
a reprezentuje prumér borelii z 20 pozorovanych zornych poli

Vysledné mnozstvi borelii bylo nafedéno BSK-H mediem na pozadovanou
koncentraci a nasledné pouzito pro infikovéani laboratornich mysi. Celkem péti mysim bylo
subkutdnné podédno 100 pl media s boreliemi. Mysi byly pro pfesnost naslednych
experimentli cca 1 mésic po infikovani otestovany na pfitomnost borelii pomoci metody

PCR. Tato doba byla dostatecn¢ dlouha na to, aby se infekce patti¢né rozvinula.
4.2 Priprava pokusnych mysi na sani klistat

Pokusnym mysim byl oholen hibet a pro vyhrani¢eni oblasti sani klistat byl na
oholenou oblast nasazen specialné¢ vyrobeny ,kloboucek®, ktery se nasledné zajistil
zdravotnickou fixa¢ni ndplasti. To mySim znemoznilo manipulaci s kloboucky
a zabranilo jejich piipadnému zranéni. Utdku nasazenych klistat zamezily zatky
z perforovaného plastu, kterymi se kloboucky zavickovaly, coz dale zajistilo

1 dostate¢né proudéni vzduchu k sajicim klist'attim.
4.3 Infikovani larev

Pro experimenty jsme potiebovali dvé skupiny klistat, jednu kontrolni a druhou
infikovanou boreliemi. Skupina larev, ktera méla byt infikovana, byla nasazena na
infikované mysi a ponechana sat. Kontrolni skupina larev byla nasazena na neinfekéni
skupinu mysi. Tyto kontrolni a sdnim infikované larvy vytvoftily dostatecné velkou skupinu
klist’at, kterou jsme pouZzivali pro vSechny nasledujici experimenty. PIln€¢ nasaté larvy byly
postupné odebirdny, shromazdény a ponechany jeden mésic ve vhodnych podminkach, kde
doslo k pfeméné na vysSi instar, tedy nymfy. Reprezentativni vzorek nymf sajicich na
boreliemi infikovanych mySich byl pro piesnost néasledujicich pokusii otestovan pomoci
metody PCR na pfitomnost borelii. V§echny nymfy byly boreliemi prokazatelné a dostate¢né

infikovany.
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4.4 Analyza dat

Veskera data byla zpracovana pomoci programu STATISTICA 12 a tento program
byl pouzit i pro vytvofeni naslednych grafi. Ze statistickych testi byla pouzivana
jednocestna ANOVA, ANOVA pro opakované méieni, hierarchicki ANOVA
a dvouvybérovy Studentiv t-test.

4.5 Experimenty

4.5.1 Sledovani rychlosti prisati nymf

Béhem tohoto pokusu jsme se snazili zjistit, zda infekce zapfi¢inéna boreliemi
ovlivni rychlost, jakou se nymfy pfisaji na hostitele. Zptisobem zminénym vyse byly na mysi
nasazeny nymfy klistat, kontrolni a infikovanou skupinu tvofilo celkem 100 nymf v kazdé
skupiné. Nymfy byly nasazovany v po¢tu 10 nymf na jednu mys. Toto mnozstvi nymf na
jednu mys se jevi jako vhodné, jelikoz celkova ztrata krve, kterou nymfy nasaji, nezplisobi
mysi zadné zdravotni komplikace. Nymfy byly kontrolovany v intervalech 2, 4 a nasledné
24 hodin od nasazeni, béhem kontrol byl zaznamenavan pocet pfisatych nymf v dany

okamzik.
4.5.2 Sledovani rychlosti prisati dospélctu

Struktura pokusu byla naprosto totozna jako v ptipadé nymf. Na jednu mys vSak bylo
nasazeno pouze jedno dospélé klisté, jelikoz veétSi ztrata krve by jiz mohla mit pro mys
fatalni nasledky. V kontrolni i infikované skupiné bylo vzdy po 20 dospélych klistatech.
Kontrola pfisati dospé€lcti probihala v intervalech 1, 3, 20 a 44 hodin od nasazeni na mys

a kazdé prisati bylo zaznamenano.
4.5.3 Porovnani hmotnosti plné nasatych nymf

Jednim ze stézejnich pokust této diplomové prace bylo zhodnotit rozdily v mnozstvi
krve a tedy i vysledné hmotnosti po nasati, které infikované a neinfikované nymfy dosahnou.
Na kazdou mys bylo nasazeno 10 nymf, jez byly ponechany k plnému nasati, a zaroven

dochazelo k jejich kontrole v pravidelnych intervalech. Zhruba po dvou dnech se nymfy
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zacaly postupné samovolné poustét, coz je znamka jejich plného nasati. Posledni nymfy se
pustily az cca paty den po nasazeni. Jednotlivé plné nasité nymfy byly bezprostfedné po
pusténi vazeny na analytickych vahach (Denver Instrument, SI — 64A, Germany) a jejich

vaha byla zaznamenana k pozdé€jSimu porovnani a statistickému zhodnoceni.
4.5.4 Porovnani hmotnosti plné nasatych dospélctu

Struktura pokusu byla stejna jako u pokusu s nymfami, pouze s tim rozdilem, ze na
jednu mys bylo nasazeno pouze jedno dospélé klisté. V kontrolni a infikované skupiné bylo
po 20 klistatech. Klistata byla opét ponechdna k jejich plnému nasati, bezprostiedn€ po
pusténi byla zvazena na analytickych vahach (Denver Instrument, SI — 64A, Germany)

a jejich vahy byly poté porovnany a statisticky vyhodnoceny.

4.5.5 Studium vlivu infekce B. burgdorferi na aktivitu nymf pri vyhledavani

hostitele

Tento experiment probihal v uzaviené aréné rozdélené pevnou prithlednou piepazkou
na dvé poloviny, pficemz jedna polovina slouzila pro pokusy s infikovanymi a druha
s neinfikovanymi klistaty. V aréné¢ byla témér stala teplota 25°C a diky vlhké podlozce byla
zajiSténa a udrzovana relativni vlihkost v rozmezi 70 — 80%, coz je vlhkost, pfi které jsou
klistata nejlépe schopna vyhledavani hostitele (MacLeod, 1935). Standardné se nam
podaftilo udrzovat relativni vlhkost kolem hodnoty 72%. Nymfy byly nuceny 1ézt po pfedem
ptipravené 16 cm dlouhé dfevéné tycce, na niz byla pro lepsi orientaci po centimetru
naznacena jeji délka. Do horni ¢asti arény byla umisténa mys jako atraktant. To se ukazalo
jako velice vhodné feSeni, jelikoz jak infek¢éni tak neinfek¢ni klistata odmitala bez
pritomnosti atraktantu 1ézt. Nymfy byly umistény na start drahy a zaznamenaval se jejich
vysledny c¢as pii dosazeni vrcholu ty¢ky. Pokus byl proveden celkem s 20 nymfami

infek¢nimi a 20 nymfami kontrolnimi.

26



4.5.6 Studium vlivu infekce B. burgdorferi na aktivitu dospélcii pri vyhledavani

hostitele

Struktura experimentu s dospélymi klistaty byla naprosto totozna jako v piipadé
studia aktivity nymf. Pocet klistat byl taktéz stejny, tedy 20 dospélci infekénich

a 20 dospélct neinfekcnich.
4.5.7 Vliv infekce na fototaktickou aktivitu nymf

V tomto experimentu jsme vychézeli ze studie provedené Lefcort a Durden v roce
1996, kde se krom jiného snazili dokazat vliv infekce Borrelia burgdorferi na fototaktickou
aktivitu nymf a dospélcu (Lefcort, Durden, 1996). Tento pokus jsme se rozhodli diky
neprikaznym vysledkim u dospélcii zopakovat a zjistit, zda dojdeme v pfipadé nymf
k podobnym vysledkim. Do uzaviené arény, ve které byla opét udrzovana relativni vlhkost
v rozmezi 70-80% a teplota cca 25°C, byly umistény Petriho misky o pruméru 10 cm tak,
aby v aréné umisténa neprusvitna piepazka vytvarela nad polovinou Petriho misek stin
a druha polovina tak zistala vystavena svétlu. Nad arénu byl umistén zdroj svétla v podobé
klasické 60 W Zarovky. Vrchni okraje misek byly potfeny silnou vrstvou vazeliny, ktera
zabranovala uniku klistat z misky. Do kazdé misky bylo umisténo 10 nymf pfesné na
pomezi svétla a stinu, pfiCemz infikované a kontrolni nymfy byly oddéleny diky vnitinimu
rozdéleni arény. Nymfy byly ponechany v téchto podminkach pfesné jednu hodinu, poté
doslo k zaznamenani poc¢tu nymf nachazejicich se na stinné a osvétlené poloviné. Celkem

bylo takto otestovano 50 nymf infek¢nich a 50 nymf kontrolnich.
4.5.8 Vliv infekce na fototaktickou aktivitu dospélcti

Struktura pokusu byla opét stejnd jako v pfipadé nymf, pouze s tim rozdilem, ze do
kazdé Petriho misky bylo umisténo jen 5 dospélych klistat. Klistata byla opét umisténa na
pomezi svétla a stinu a po jedné hodin€ byl zaznamenan vysledek. Celkem bylo otestovano

30 dospélct infekénich a 30 kontrolnich.
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4.6 Vysledky

4.6.1 Sledovani rychlosti prisati nymf

Vysledky tohoto pokusu jsou po vyhodnoceni nepriikazné, kontrolni i infikovana
skupina nymf se ptisala téméf srovnatelnou rychlosti. Pfic¢inou se nejspise jevi kratka doba,
po kterou jsou klistata infikovana, a infekce se tedy nemohla patii¢né rozvinout. Mnozstvi

borelii v téle nymf je nejspise natolik malé, ze k Zadnému vlivu na agresi nymf nedochézi.
4.6.2 Sledovani rychlosti prisati dospélctu

Tento pokus vySel statisticky prikazn¢ (p=0,002; DF=1; F=11,12). Boreliemi
infikovanad dospéla klistata se piisala v delSim c¢asovém horizontu (v priméru za
20,2 hodin) v porovnani s klistaty neinfekénimi (v praiméru za 7,75 hodin). To miize mit
souvislost jiz s pokrocilou fazi infekce, ktera klisté ovliviiuje negativnim smérem. Na Obr. 6
je znazornéna primérna doba v hodinach pottebna pro infikovanou a neinfikovanou skupinu

klistat k pfisati na hostitele.
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Obr. 6: Primérna doba potiebna pro pfisati infikovanych a neinfikovanych dospélych klist’at

na hostitele.
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4.6.3 Porovnani hmotnosti plné nasatych nymf

Porovnani hmotnosti pln¢ nasatych boreliemi infikovanych a neinfikovanych nymf
ukédzalo, ze infikované nymfy dosahuji VvétSich hmotnosti (v priméru 4,199 mg)
a tedy nasavaji veétsi mnozstvi krve v porovnani s nymfami neinfekénimi (v priméru
3,212 mg), (p<0,001; DF=1;, F=30,19), (Obr. 7). Doba sani vSak ziistala nezménéna a je
u obou skupin srovnatelnd. Nemiizeme tedy tvrdit, ze by divodem vétSich hmotnosti

infekénich nymf bylo jejich delsi sani na hostiteli oproti nymfam neinfekénim.

Vaha nymf [mg]
N

=
3 L
2 L
L ' ' O Mean
ano ne 0 MeantSE
Infekce T Mean+2*SD

Obr. 7: Znazornéni primérné vahy infikovanych a neinfikovanych nymf pfi plném nasati.
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4.6.4 Porovnani hmotnosti plné nasatych dospélct

Obdobny trend se potvrdil i v piipadé sani dospélych klistat, i kdyz rozdil jiz nebyl

tak vyrazny jako v ptipadé nymf, stale zGstal statisticky vyznamny (Obr. 8). Infikovana

skupina klist'at sala vétsi mnozstvi krve a dosahovala tak vétSich hmotnosti (p=0,025; DF=1;

F=5,37). Infikovani jedinci dosahovali primérné hmotnosti 327,51 mg, neinfikovani

292,95 mg. Doba, po kterou klistata sala, vSak ziistala bez rozdilu mezi infikovanou

a kontrolni skupinou, coZ potvrzuje teorii, Ze boreliemi infikovana klist'ata saji vice krve nez

klist'ata neinfikovana.
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Obr. 8: Znazornéni pramérné vahy infikovanych a neinfikovanych dospélych klistat pii

plném nasati.
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4.6.5 Studium vlivu infekce B. burgdorferi na aktivitu nymf pri vyhledavani

hostitele

Zadny specificky vliv infekce na aktivitu nymf se vramci tohoto experimentu
nepotvrdil. Jak infikované, tak neinfikované nymfy zdolavaly piipravenou drahu v aréné
Vv pruméru stejnou rychlosti. Statisticka vyznamnost Vv rozdilu jejich rychlosti se v tomto

pokusu neprojevila.

4.6.6 Studium vlivu infekce B. burgdorferi na aktivitu dospélcii pri vyhledavani

hostitele

U dospélct byl vSak jiz vliv infekce na jejich aktivitu vice nez patrny. Infikovana
dospela klistata zdolavala testovaci drahu v aréné mnohem pomaleji nez klistata kontrolni
(Obr. 9). Tento pokus ptinesl statisticky vyznamny rozdil mezi obéma skupinami (p<0,001;
DF=1, F=52,37). Primérny cas infikovanych dospé€lct byl 214,9 sekund, zatimco kontrolni
skupina dosahla primérného casu 105,1 sekund. U dospélcti se tak infekce boreliemi

prokazatelné projevuje negativnim vlivem na jejich celkovou aktivitu.

32



350
300 }
250 }
o
200 }
)
[72]
O
150 t
100 | - o
50 }
0 ' ' O Mean
ano ne [J Mean+SE
T Mean+2*SD

Infekce

Obr. 9: Vliv infekce boreliemi na aktivitu dospélych klistat pti vyhledavani hostitele.

Znazornéni ¢asu potiebného pro zdolani testovaci drahy.
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4.6.7 Vliv infekce na fototaktickou aktivitu nymf

Podle nami zjisténych vysledki se zda, Ze infekce boreliemi zapficinuje u nymf
tendenci setrvavat na svétlém stanovisti (Obr. 10). Nami naméfené vysledky jsou statisticky
prikazné a dokazuji, Zze v priméru 59,3% infikovanych nymf se po jedné hodiné nachazelo
na osvétlené stran€ Petriho misky, zatimco neinfikovanych nymf se na osvétlené strané

nachazelo pouze 33,3% (p=0,008, DF=6, t=3,89).
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Obr. 10: Procento infekénich a kontrolnich nymf preferujicich osvétlenou ¢ast arény.
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4.6.8 Vliv infekce na fototaktickou aktivitu dospélct

U dospélych klistat jsme dosahli zcela odlisSnych vysledki oproti studii Lefcort

a Durden z roku 1996. V této studii nebyl nalezen zadny statisticky vyznamny rozdil mezi

preferenci svétlého ¢i stinného stanovisté¢ u infikovanych dospélct. Nase vysledky vSak

ukézaly, Ze stejné jako u nymf, tak i u infekénich dospélcti dochazi k uptednostiiovani

svétlého stanovisté (p=0,02; DF=4; t=4), (Obr. 11). 70% infek¢nich dospélct se po jedné

hodin¢ nachazelo na osvétlené strané Petriho misky, zatimco neinfekénich dospélcti pouze

43,3%.
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Obr. 11: Procento infek¢nich a kontrolnich dospélcu preferujicich osvétlenou ¢ast arény.
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5 Diskuze

Lymeska borelioza je celosvétové rozsifené onemocnéni prenasené klistaty z celedi
Ixodidae. Clovéku zpiisobuje zavazné zdravotni komplikace, aviak zcela funkéni lidskd
vakcina proti tomuto onemocnéni prozatim neexistuje. Jedinou ochranou, i kdyz ne zcela
spolehlivou, je tedy pouze prevence. Mezi zakladni opatfeni, kterda nas mohou pied
napadenim kliStaty ochrénit, se fadi uzivani repelentd, noSeni svétlého obleceni z hladkych
materidld, které zakryva celé t€lo, a noSeni pevné obuvi. Hladkost materidlu znesnadni
klistéti prichyceni a diky svétlé barvé budou ptipadna klistata 1épe patrna. Vyhybani se
kfovinatym podrostim a loukdm, alesponi v hlavni sezdné¢ vyskytu klistat, a peclivé
prohlédnuti celého téla po navratu domi by mélo byt samoziejmosti, jelikoZ nakazu

Lymeskou borelidzou ptenaseji i nymfy, které jsou velmi malé a tedy snadno ptehlédnutelné.

Tato diplomova prace by méla vést k lepSimu poznani chovani klistat a ke zjisténi,
zda se chovani boreliemi infikovanych jedinct né¢im v zasadé 1isi od klistat neinfekénich.
Tyto informace nam dopliuji znalosti o vlivu infekce Borrelia burgdorferi na chovani
samotnych klist’at, jelikoZ tato oblast nebyla prozatim nijak zvlast’ prozkoumana. Zaroven by
se tyto informace daly vyuzit k rozsiteni zasad o preventivnim chovani, které bychom méli

pti pohybu v pfirodée respektovat.

Do této doby bylo provedenymi experimenty prokazano, ze infekce boreliemi ma
skutecné vliv na chovani klistat, ktera jsou pro Borrelia burgdorferi hlavnim vektorem.
V tad¢ studii byl zkouman vliv na jejich aktivitu, v nichz se prokazalo, ze infekce ma
negativni dopad na aktivitu dospélcti. Ovlivnéni aktivity se neprokdzalo u nymf, nicméné
tento jev se da vysvétlit kratkou dobou, po kterou jsou nymfy infikovany, a tedy mnoZzstvi
borelii v jejich t¢le neni tak velké, aby byla jejich aktivita taktéz negativné ovlivnéna. Jedna
ze zvefejnénych studii uvadi, ze hrani¢ni hodnota, od které zacinaji byt klistata negativné
ovliviiovana je cca 160 000 spirochet (Herrmann, Gern, 2010). Nymfy nejspiSe nedosahnou

této hrani¢ni hodnoty, a proto zlstava jejich aktivita nezménéna.
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V nasi sérii pokust jsme se snazili rozsifit znalosti o vlivu infekce Borrelia
burgdorferi na nymfy a dospéla klistata. Prvnim pokusem jsme chtéli zjistit, zda bude diky
infekci ovlivnéna doba, za kterou se klist'ata piisaji na svého hostitele, jimz byla v nasem
ptipadé mys$ kmene C3H. Vysledky experimentu ukazuji, ze jak infekéni, tak neinfekéni
nymfy se pfisavaji za srovnateln¢ stejnou dobu. Zde mtize byt pficinou jiz zminéna kratka
doba, po kterou jsou nymfy infikovany, nebot’ mira borelii v jejich téle je natolik nizka, ze
k Zadnému zasadnimu vlivu nedochazi. Zménu nachazime u dospélcti, kde se teorie
o negativnim dopadu infekce na dospélce potvrzuje. Infikovani dospélci se prisali v praméru
za 20,2 hodin a neinfek¢ni dospélei v priiméru za 7,75 hodin. Tento vysledek vSak vyvolava
diskuzi, zda k podobné velké casové prodlevé u infekénich dospélci dochazi i v jejich
pfirozenych podminkach, nebo zda bude ve skutecnosti o néco kratsi. V nasem pokusu byly
totiz mysi chovany v plastovych boxech, kde je jejich pohyb omezen, a klist'ata byla drzena
V uzavieném prostoru ,.kloboucku* na zadech mysi a jakykoliv zasah hostitele byl tedy

vyloucen.

Stézejnim experimentem Vv oblasti zkoumani vlivu infekce boreliemi na klist€¢ bylo
porovnani hmotnosti plné nasatych nymf a dospélcti, kde jsme chtéli dokazat nas predpoklad
o vlivu infekce na sani. Jak u nymf, tak dosp€lct se nas predpoklad, Ze infikovani jedinci saji
vétsi mnozstvi krve, potvrdil. Infikovani jedinci nasali vétsi mnozstvi krve a dosahovali tak
po plném nasati vétSich hmotnosti. Primérna doba sani vsak zistala nezménéna. Z toho
vyplyva, Ze za stejné Casové obdobi nasaje boreliemi infikované klisté vétsi mnozstvi krve
nez klist¢ neinfikované. Pozoruhodné vsak je, Ze u nymf byl rozdil hmotnosti patrn€j$i nezli
u dospelct, ackoliv i zde byl rozdil statisticky prikazny. Infikované nymfy dosahovaly
primérné hmotnosti 4,199 mg, zatimco neinfikované 3,212 mg. Dosp¢la infikovana klistata
dosahovala primérné hmotnosti 327,51 mg, neinfikovana 292,95 mg. Vysvétlenim naSich
vysledkii by mohly byt zmény ve slozeni klistécich slin, které nastavaji v ptipad¢, ze je kliste
infikovano boreliemi. Klistéci sliny totiZz obsahuji fadu imunomodulacnich a protizdnétlivych
latek, pficemz produkce nckterych znich je u klistat infikovanych boreliemi zvySena.
Dai et al. ve studii z r. 2010 pfisel se zjisténim, ze u boreliemi infikovanych klistat je zvysen
jeden ze slinnych faktort, tzv. histamine release faktor (t-HRF), jenz se vaze na basofily
hostitele a stimuluje je tak k produkci histaminu. Protein t-HRF je klistétem produkovan az

V pozdni fazi sani, kdy se jeho Gc¢inkem zvysi sekrece histaminu a tim se zlepsi tok krve do
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mista sani klistéte (Dai et al., 2010). Boreliemi infikované klisté je tak nejspise schopno
dosahnout vétsiho piijmu krve a tim 1 vétSi vysledné hmotnosti. Dal§im slinnym proteinem,
jehoz mnoZstvi je u boreliemi infikovanych klist'at nékolikanasobné zvySeno, je Salpl5
(Ramamoorthi et al., 2005). Imunosupresivni a protizanétlivy ucinek tohoto proteinu mize

taktéz klistéti usnadnit sani.

Experiment zkoumajici rozdil v aktivité infikovanych a neinfikovanych klistat je ve
védeckych pracich zabyvajicich se touto tématikou jeden z nejcastéjSich. VéEtSinou se vSak
jedna o studium vlivu infekce boreliemi na celkovou aktivitu klist’at, ¢i jejich schopnost
prekonavat prekazky. Na§ pokus je unikatni vtom, ze jsme do arény, ve které pokus
probihal, pfidali atraktant v podobé mysi a simulovali jsme tak podminky pfi vyhledavani
hostitele. Klistata své hostitele vyhledavaji pomoci vysoce citlivého Hallerova organu
umisténého na tarzalnich ¢lancich prvniho paru koncetin. Pomoci tohoto organu vnimaji
tepelné zmény a zejména zménu koncentrace CO; a chemickych sloucenin ve vzduchu.
Klistata byla nucena zdolat drahu po dfevéné tyéce ve vertikalni poloze. Nad ni byla
umisténa my$ jako atraktant. Vysledné Casy infek¢nich a neinfekénich nymf se v zasadé
neliSily, coz opét potvrzuje teorii, ze infekce u nymf neni rozvinuta do té miry, aby jejich
aktivita byla jakkoliv negativné ovlivnéna. Dospéla klistata jsou ale infekci negativné
ovlivnéna prokazatelnym zpisobem. Infikovanad skupina zdolavala pfipravenou drahu
Vv pruméru ve dvakrat tak dlouhém ¢ase oproti jedinciim bez infekce. V realnych podminkéach
muze tato skuteCnost infikovanym jedincim zésadné snizovat Sance na vyhledani hostitele.
Zajimavou poznamkou mize byt fakt, Ze jsme u nckolika jedinct zkusili zopakovat
experiment bez pfitomnosti mysi jako atraktantu. Zde jsme se vSak setkali s neuspéchem,
jelikoz bez ptitomnosti potencialniho hostitele odmitala jak infek¢ni tak neinfekéni klist’ata

piekazku zdolat.

Jednou z moznych pii¢in zmén v chovani klistat by mohl byt i vliv infekce boreliemi
na jejich ptirozené endosymbionty. Ve studii provedené na komarovi Aedes albopictus byl
prokazan vliv komary prenasené¢ho chikungunya viru na zmény v dynamice bakterialni
populace, ktera se bézn¢ u komart vyskytuje. Uréité skupiny bakterii jsou v pfitomnosti
chikungunya viru potla¢eny a jiné naopak zna¢né pievladaji. Tyto dramatické zmény se

odehravaji pfimo v téle komara, coz muze mit vliv na jeho chovani (Zouache et al., 2012).
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V souvislosti s témito zjisténimi je zde velka pravdépodobnost, Ze se podobné mechanismy
mohou odehravat 1 v pfipadé boreliemi infikovanych klistat a projevit se pravé ve zméné

jejich chovani.

Experiment zkoumajici vliv infekce boreliemi na fototaxi nymf a dospélcii jsme
provedli po vzoru studie provedené Lefcort a Durden v roce 1996. Tento pokus jsme se
rozhodli zopakovat zejména proto, ze v dané studii se potvrdil vliv infekce na fototaxi nymf,
ne vsak jiz na fototaxi dospélcii. Nami provedené experimenty na nymfach prokazaly stejny
vysledek jako ve studii, ze které jsme vychazeli, tedy Ze infikované nymfy preferuji spise
svétla stanovisté. Na svétle se po patiicné dlouhé dobé aklimatizace nachazelo 59,3%
boreliemi infikovanych nymf, zatimco neinfikovanych pouze 33,3%. Zéasadniho a oproti
vySe uvedené studii naprosto odliSného vysledku jsme vSak dosahli pii pokusech s dospélci.
Po aklimatizaci se na osvétleném stanovisti nachazelo 70% infikovanych dospélcti a 43,3%
dospélct neinfekcénich. V §irsich souvislostech by tento fakt mohl souviset s vétsim
mnozstvim télniho tuku, ktery se ma podle studie Herrmann et al. zroku 2013
u infikovanych klistat vytvaret. Diky vyS$§imu podilu télniho tuku mohou boreliemi
infikovana klist'ata setrvat delsi dobu na osvétleném a tedy i teplejSim stanovisti bez rizika

vyschnuti, na néz jsou klist'ata Ixodes ricinus obzvlaste citliva.

Zjisténé informace o uptednostiiovani osvétlenych stanovist’ infekénimi klistaty by
se daly zapracovat a doplnit do preventivnich opatfeni, kterymi se mame zejména v sezoné
klistat v ptirod¢ fidit. Podle nasi studie muzeme tvrdit, ze v oblastech vyskytu klistat se

budou boreliemi infikovani jedinci vyskytovat pfevazné v mistech osvétlenych sluncem.

Tato diplomova prace prinesla nové poznatky z oblasti vlivu infekce Borrelia
burgdorferi na klisté jakozto sviij hlavni vektor. Zaroven piispéla dalsimi informacemi, které
by se daly v ptipadé ¢loveéka vyuzit tak, aby bylo riziko napadeni infikovanym klistétem co

nejmensi.
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6 Zaver

Chovani klistéte Ixodes ricinus je prokazatelné v nékolika rovinach ovlivnéno

infekci Borrelia burgdorferi sensu lato.

Infekce boreliemi ovliviiuje dobu, za kterou je dospélé klisté schopno se
prisat na svého hostitele. Infikovani dospélci se ptisali za delsi casové obdobi
Vv porovnani s dospélci neinfekénimi. Doba pfisati infikovanych nymf zistala
nezménéna a prisati prob&hlo v priméru za stejné casové obdobi jako

u neinfekcnich nymf.

Klistata infikovana B. burgdorferi dosahuji po plném nasati vétsich hmotnosti
nez klistata neinfikovana. Délka sani vSak zlstala nezménéna a trvala stejné
dlouhou dobu jak u infikovanych, tak u neinfikovanych klistat. Tento fakt je
ditkazem, Ze infikovani jedinci nasaji za stejné Casové obdobi vice hostitelské

krve. Tento trend se projevil jak u nymf, tak u dosp¢lcu.

Aktivita klistat pii vyhledavani hostitele zistala nezménéna pouze v piipadé
nymf. Jak infikované, tak neinfikované nymfy zdolavaly testovaci drédhu
srovnatelnou rychlosti. V pfipad¢ infikovanych dospélchi je jiz aktivita
vyrazné¢ utlumena, coz se ve vysledku projevilo pomalejsim zdolavanim

testovaci drahy pfi vyhledévani hostitele.
Infekce zpuisobena B. burgdorferi prokazatelné ovliviiuje fototaxi klist'at. Jak

infikované nymfy, tak infikovani dospé€lci preferuji osvétlend stanoviste,

zatimco neinfikovani jedinci ziistavaji spise na stinnych stanovistich.
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