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PCR diagnostika Neoehrlichia mikurensis

Abstrakt

Tato bakalaiska prace se zabyva vyvojem nové diagnostické metody na stanoveni
bakterie Candidatus Neoehrlichia mikurensis v klistatech. Nova metoda byla vyvinuta
na zakladé nedostupnosti vhodné diagnostické metody N. mikurensis, a také z davodu
nedostateéné presnych udaji o promoienosti klistat patogenem Candidatus
Neoehrlichia mikurensis v odborné literatuie. V teoretické Casti se zabyvam obecnymi
informacemi o klist'atech a jimi pfenaSenymi chorobami, které mohou byt bakterialniho,
virového ¢i protozodlniho piivodu. Onemocnéni, kterd jsou v této praci popsana, jsou
borelidza, klistova encefalitida, ehrlichidza, bartoneldza, tularémie a babesioza.
Zvlastni pozornost je vénovana noveé detekovanému ptivodci neoehrlichiézy. Pti vyvoji
nové diagnostické metody bylo vyuzito velké mnozstvi laboratornich technik, jako je
polymerdzova fetézova reakce (PCR), klonovani, sekvenovani a elektroforéza v
agardzovém gelu (ELFO). Tyto metody jsou doplnény velkym mnozstvim rozdilnych
laboratornich postupd, jako je izolace DNA, minipreparace plazmidové DNA, pfecisténi
DNA z gelu a ptiprava bakteridlniho zasobniho roztoku. Statistické vyhodnoceni bylo
provedeno na zaklad€ analyzy smésnych vzorkl po 10 klistatech, pomoci metody PCR.

Testovani probéhlo celkem z 1390 klistat v priab&hu roku 2018.

Klicova slova

kliste, infek¢ni choroby, Candidatus Neoehrlichia mikurensis, PCR, neoehrlichioza,

promotenost klist'at, vyskyt klist'at



PCR diagnostics Neoehrlichia mikurensis

Abstract

This bachelor thesis focuses on the development of a new diagnostic method for the
detection of Candidatus Neoehrlichia mikurensis in ticks. The new method was
developed based on the unavailability of a suitable diagnostic method of N. mikurensis
as well as the lack of accurate data about infection frequency of ticks by the pathogen
Candidatus Neoehrlichia mikurensis in the scientific literature. In the theoretical part, |
deal with general information about ticks and their transmitted diseases, which can be
bacterial, viral or protozoal. The diseases described in my bachelor thesis are
borreliosis, tick-borne encephalitis, ehrlichiosis, bartonellosis, tularemia and babesiosis.
Special attention is dedicated to newly detected causative agents of neoehrlichiosis.
Various type of technigques have been used during the development of the new
diagnostic method, such as polymerase-chain-reaction (PCR), cloning, sequencing and
agarose gel electrophoresis (ELFO). These methods are complemented by a large
number of different laboratory procedures, such as DNA isolation, minipreparation of
plasmid DNA, gel purification of DNA, and bacterial stock solution preparation.
Statistical evaluation was performed based on the analysis of mixed samples of 10 ticks,
using the PCR method. A total of 1 390 ticks were tested during 2018.

Key words

tick, infectious diseases, Candidatus Neoehrlichia mikurensis, PCR, neoehrlichiosis,

tick scale, occurrence of ticks
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1 Uvod

Klistaty prenasenych onemocnéni je celd fada. Mezi nejvice se vyskytujici
patogeny patii borelie a virus klistové encefalitidy. V posledni dobé se vSak ukazuje, ze
klistata ptenasi spoustu dalSich patogend, které mohou zptisobit vazné zdravotni
komplikace. Nejvice ohrozeni jsou lidé se snizenou imunitou, at’ uz se jedna o
autoimunitni onemocnéni, 1écbu pii onkologickém onemocnéni, po transplantacich,

nebo s jinymi divody oslabeni imunity.

Nov¢ objevené onemocnéni neoehrlichidza je zptsobeno bakterii Candidatus
Neoehrlichia mikurensis. Bakterie zptisobuje komplikace hlavné pacientiim s oslabenou
imunitou, a pokud neni v¢as spravné diagnostikovana a 1é¢ena, onemocnéni miize
skoncit az smrti pacienta. Protoze toto onemocnéni neni dosud pftili§ znamo, pacient je
Casto 1é¢en na hematologické problémy, coz prodluzuje dobu 1écby a Iéky nezabiraji.
Udaje o promotenosti infikovanych klistat v Evropé se v odborné literatuie velmi lisi,

pohybuje se mezi 0,1-24,3%.

Z diivodu pomérné vysokého vyskytu tohoto onemocnéni a nedostate¢né
diagnostiky se laboratof Protean rozhodla vyvinout diagnostickou metodu na bakterie
Candidatus Neoehrlichia mikurensis v klistatech pomoci PCR . V této praci se
zabyvam vyvojem nové diagnostické metody a nésledné testovanim klist’at na patogen
C. N. mikurensis pro pfesnéjii stanoveni promofenosti klistat na uzemi Ceské

republiky.

2 Cile prace

Cilem této bakalatrské prace je vyvoj diagnostického postupu pro stanoveni
Candidatus Neoehrlichia mikurensis pomoci PCR. Po vyvinuti metody nasleduje
testovani klitat na izemi Ceské republiky v roce 2018 a jejich statistické vyhodnoceni

promofenosti.



3 Zakladni informace o kli§t’atech

3.1 Vyvoj klist’at

Vyvoj klist'at probiha ve tfech stadiich. Z vaji¢ka se vylihne larva, ktera ma 3 pary
koncetin a je nejprve bezbarva, poté ztmavne a méa barvu jako pozd¢jsi stadia. Po
prvnim sani se larva zahrabe do zem¢, kde dojde k pfeméné na nymfu, kterd ma 4 pary
koncetin a je vétsi. Nymfa se také jednou nakrmi a opé€t probiha pfeména, nyni na
dospélého jedince. Samec vyhleda partnerku, oplodni ji a umira. Ulohou samicky je
dostate¢né se nakrmit, pfi¢emz zmnohonasobi svoji velikost a naklade az dva tisice

vajicek. (Kimming, c2003)

U klist'at rodu Ixodes je jen jeden gonadotropni cyklus. Samice se jednou nakrmi a
poté produkuje vajicka. Samec krmeni ke spermatogenezi nepotfebuje. (Sonenshine,

2014)

3.2 Druhy klist’at
Klist'ata zafazujeme do fiSe zivocichové, kmene ¢lenovcei, podkmene klepitkatci,
ttidy pavoukovci, podrobnéji roztoci, ¢eledi klistatoviti. (Bednar,1994), (Kimming,

€2003), (Burnie, 2002)

Dnes je celosvétové znamo zhruba 860 druhii klistat, z toho na uzemi Ceské
republiky 11. VétSina druhti nepfijde do styku s ¢lovékem, vyskytuji se naptiklad ve
zvitecich norach. Kli§t'ata mohou pfenéset az 80 pliivodcil riznych onemocnéni, coZ se

li§1 mistem vyskytu. (Kerles, 2015)

Na tizemi Ceské Republiky se nejéastéji vyskytuji 3 druhy klistat. Nejhojngji je
rozsiten druh Ixodes ricinus (klisté obecné), ktery se vyskytuje na celém tizemi, kromé
horskych oblasti. Dalsimi druhy jsou Dermacentor sp. a Haemaphysalis sp., které se

vyskytuji pfedevS§im na jizni Morave. (Bednat, 1994)



Obrazek ¢islo 1.A - Dermatocentor sp., Obrazek ¢islo 1.B (URL 1) - Ixodes ricinus

3.3 Piijem potravy a zptisob pfenosu nemoci

Klist'ata si velmi diikladné vybiraji misto pfisati. Nejvhodné&jsi misto je v prostiedi,
kde je vlhko a tenkd kiiZe, naptiklad oblast tfisel nebo podpazi. Pokozku narusi pomoci
tzv. chelicer, které tkan nafiznou. Po umoznéni vstupu do pokoZzky klisté do ranky
zabodne tzv. hypostom, ktery ma na svém povrchu mnoho zpétnych hacka a slouzi tedy
k uchyceni klistéte v rance. Pfi pfichyceni se zacinaji slinami vypoustét latky, které
tlumi zanétlivou reakci organismu a plisobi anesteticky, zabranuji krvaceni a uvoliuji
tkan. Délka sani klistat se pohybuje mezi tfemi az sedmi dny, délka se lisi 1
momentalnim stadiem. Piijem potravy plni dvé funkce. Pfi vyvoji je potieba krev pro
vyzivu, rast a svlékani. Pro dospélou a oplodnénou samicku je vSak nezbytna pro tvorbu

vajicek, ne pro vlastni rist. (Kerles, 2015), (Kimming, c2003)

K pfenosu patogent na hostitele dochazi pomoci slin klistéte. Védecké studie
nepotvrdily ptesny Cas, kdy k ptenosu od ptisati dochazi. U viru klistové encefalitidy
by mélo k pfenosu dojit téméf ihned, virus se ve slindch nachdzi stale. U bakterii a
prvokl dochazi k ptenosu pravdépodobné déle. Patogen se po pfisati musi dostat
nejprve ze stiev do slin, poté az do organismu hostitele. Z toho divodu je ptenos

infekce odhadovan az po nékolika hodinéch ¢i dnech. (Kerles, 2015)

10



4 Prenasené nemoci

4.1 Borelioza

Patogen

Bakteridlni onemocnéni s ndzvem Lymska borelioza je vyvolano mikroaerofilni,
gramnegativni spirochétou Borrelia burgdorferi. Vyznacuje se tenkym, spiralovité
vinutym tvarem o rozmérech 0,2um x 4-30um. Bunky se pohybuji rotaci kolem své osy,
smr$tovanim ¢i natahovanim a pomoci bi¢ika. Borelie rostou a prodélavaji vyvoj ve
stieve infikovaného klistéte podle toho, jak hostitel pfijima potravu. Vyvoj borelii zavisi
i na druhu hostitele. Bunky patogenu pronikaji skrze sttevni sténu a §iii se krevnim
ob¢hem do vSech organii véetné slinnych zlaz. Odtud mohou byt slinami pieneseny na
dal$iho hostitele. Pravdépodobnost pfenosu onemocnéni stoupa s dobou piisati klistéte.

(Barttn€k, 1996)

Unik borelii pfed imunitnim systémem je zaji§tén diky expresi povrchovych
antigenll Osp. Borelie exprimuji 1 adhezivni molekuly DbpA a B, diky nimZ se uchyti v

pojivové tkani. (Kiupka, 2009)

Borelie
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Graf ¢islo 1. (URL 2)
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Promofenost na uzemi Ceské republiky v letech 2006-2018 je v praiméru 10%.
Ptiznaky a 1écba

Onemocnéni probiha ve tfech fazich. V prvni fazi vznika zanétliva reakce, spojena
s tvorbou INF-gama. U 70 % piipadu se tato faze projevi ve formé erythema migrans,
coZ je ¢ervena skvrna na kuzi §ifici se do okoli. V dalsi fazi dochézi k vyskytu protilatek
tiidy IgM specifickych k antigenu OspC. Pokud borelie nejsou zniceny imunitnim
systémem, onemocnéni prechazi do dalsi faze. Borelie se §ifi z klize do dalsich organi,
kde zptisobuji postizeni nervového systému, postizeni kloubt ¢i kozni projevy. (Kifupka,
2009)

Lécba je zahdjena pomoci antibiotik, v souc¢asnosti se doporucuje doxycyklin
v ddvce 200 mg denné po dobu 3 tydnl. U nékterych pacientii mohou potize pietrvavat i
po 1é€bé antibiotiky. V téchto ptipadech onemocnéni piechdzi do chronické faze, kdy se
zacinaji objevovat autoimunitni reakce, naptiklad artritida, které dale komplikuji

prabéh onemocnéni a 1écbu. (Kiupka, 2009)

Ockovaci latka proti borelidze neexistuje. Z tohoto diivodu je diilezita véasna
diagnoza a 1écba antibiotiky. K diagnostice borelidzy lze vyuzit pfimé i nepiimé
metody. Mezi pfimé metody patii mikroskopie, kultiva¢ni metody, PCR anylyza
z tkanové biopsie ¢i z krve. Nepiimé metody vyuZzivaji imunologické metody, zaloZené
na principu vazby antigenu a protilatky. Nejcast&j§im neptimym testem je metoda
ELISA (Rohacova, 2012), které stanovuje protilatky vytvofené proti boreliovym
antigeniim. V pokrocilejsi f4zi onemocnéni se protilatky stanovuji v mozkomiSnim

moku nebo z kloubniho punktatu.

4.2 Klistova encefalitida

Patogen

Onemocnéni klistovou encefalitidou bylo prvné popsano v roce 1931 v Rakousku,
virus klistové encefalitidy (TBEV) byl popsan roku 1937 ruskymi védci. Prvné

izolovan byl v roce 1948 v tehdej$im Ceskoslovensku. TBEV taxonomicky patii do
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rodu Flavivirus, celedi Flaviviridae. Virus je déle ¢lenén na 3 antigenni subtypy:

evropsky, dalnovychodni a sibifsky. (Rtuzek, 2015)

Pacient miize byt infikovan tfemi zpisoby. NejcastéjSim zptisobem pienosu infekce
je napadenti klistétem, kdy dochdzi k pfenosu viru ze slin klistéte do podkozi hostitele.
Méng¢ Casté prenosy jsou pii konzumaci infikovaného, tepelné nezpracovaného mléka a
mlécnych vyrobkl. Hlavnim cilem viru TBEV jsou buiiky nervové soustavy, kde

dochézi k jeho pomnozeni.

Virus klist'ové encefalitidy - TBEV
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Graf ¢islo 2. (URL 2)
Promotenost na uzemi Ceské republiky v letech 2007-2018 je v priméru 2,6%.
Ptiznaky a 1écba

Klistova encefalitida méa dvoufdzovy pribéh. Prvni, tzv. viremicka faze, pfipomina
lehkou chiipku. U pacienta se objevuji bolesti hlavy, nuceni na zvraceni, slabost,

zvySeni teploty. Prvni faze trva zhruba 7-14 dni. Prib&h onemocnéni byva mirny, poté

13



nastava chvile bez ptiznakd. V druhé fazi se rozviji meningitida, meningoencefalitida ¢i
encefalomyelitida. Pacient pocit'uje bolest hlavy, zvraceni, svétloplachost, zavrat¢ a
vysokou horec¢ku. Muze dojit ke komplikacim, a to k zastavé dychani a srde¢ni ¢innosti.
Pti encefalomyelitické form¢ mize dojit k postizeni pazniho pletence, které pak vede

k obrn¢. (Ruzek, 2015)

K diagnostice TBEV vV krvi se vyuzivaji sérologické testy. Objevuji se IgM
protilatky, které¢ 1ze stanovit pomoci metody ELISA. Protilatky Ize detekovat jiz
V druhém tydnu onemocnéni. Nésledn¢ jsou tvoteny protilatky IgG, které pretrvavaji u
pacienta nékolik let, zato vSak dozivotng. Pacient, ktery prodélal klistovou encefalitidu,
je tedy imunni proti opétovnému napadeni. Protilatky lze stanovit i z mozkomisniho
moku, ovSem prukaz ze séra je dostacujici. Terapie je pouze symptomaticka. Pacientovi
jsou podavana antipyretika, analgetika, ptipravky zaméfené na otok mozku a dalsi.

(Rohacova, 2006)

Jako prevenci lze vyuzit ockovani proti klistové encefalitidé. O¢kovani probihé ve
tiech fazich, poté je nutné kazdych 3-5 let pfeockovani. Hladinu protilatek 1ze nechat

stanovit a podle toho mlize byt pfeockovani oddéleno.

4.3 Ehrlichioza

Patogen

Patogen Anaplasma phagocytophilum je gramnegativni bakterie, ktera napada
granulocytarni leukocyty. V granulocytech dochazi k déleni a tvorbé morul, coz jsou
kulovité shluky bunék vznikajici ve fazi embryogeneze. Diive byla diky vlastnostem
zamé&novana s Ehrlichia equi. Diky sekvenaci byla Anaplasma phagocytophilum v roce
2001 zarazena do fadu Rickettsiales. Rezervoarem pro tuto bakterii jsou hlodavci,

¢lovék je pouze ndhodnym hostitelem.(Balatova, 2013)

Promofenost na izemi Ceské republiky v letech 2008-2018 je v priméru 2,2%.
(URL 2)
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Ehrlichie (Anaplasma phagocytophila)
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Ptiznaky a lécba

Prvni ptipad ehrlichiézy byl diagnostikovan u clovéka v roce 1994 v USA.
Klinickymi pfiznaky jsou horecka, bolest svald a hlavy, postizeni traviciho traktu nebo
kozni projevy. Z organli mize bakterie napadat slezinu, lymfatické uzliny, plice, kostni
dren, ledviny nebo nervovy systém. Onemocnéni Casto probihd asymptomaticky.

V USA je hlaseno umrti pacienta, kdy bylo onemocnéni spojeno s oportunni infekei.

(Balatové, 2003), (Mokrejsova, 2013)

K diagnostice 1ze vyuZzit ptimé i nepiimé metody. Nejvice se vyuzivd metoda na
prikaz protilatek IgM a IgG a to nepifima fluorescence. Dalsi ¢asto vyuzivanou metodou

k prikazu bakterialni DNA je RT-PCR. (Balatova, 2003)

K terapii se vyuZzivaji antibiotika Doxycyklin, Rifampin ¢i chloramfenikol.

(Balatové, 2003)
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4.4 Babesioza

Patogen

Puvodcem onemocnéni jsou Babesia divergens a Babesia microti. Jedna se o

cey

jednobunééné intracelularni parazity zijici v erytrocytech. Poprvé byla babesie

prokazana v roce 1888 u hovéziho dobytka. (Bednat, 1994 - str. 200), (Sedlak 2006)

Babesie
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Promofenost na uzemi Ceské republiky v letech 2009-2018 je v praiméru 6,2%.
Ptiznaky a lécba

Onemocnéni se projevi po inkubacni dob€ 1-4 tydnti. U pacientli se rozvine
systémovy pribéh s vycerpanosti, ubytkem hmotnosti, teplotou, zimnici, bolesti svald,
kongetin a hlavy. Casté je i zvétSeni sleziny. Béhem babeziozy dochazi k

hemoglobinurii, anémii a selhani ledvin. U pacientt, ktefi méli babezidzu zaroven
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S borelidzou, byl pozorovan t€zsi pribéh onemocnéni, ktery v nékterych ptipadech vedl

az k umrti. (Roha&ové, 2006), (Kimming, 2003 - str. 40-45)

Babeziézu muzeme stanovit z krevniho natéru obarveného metodou Giemsa, kde
parazity Ize pozorovat v napadenych erytrocytech ve stadiu trofozoitt, které maji
prstencovy az hruskovity tvar. (Tapal, 2016) K terapii se uZivaji antibiotika clindamycin
spolecné s chininem. Patogen mtize v téle pretrvavat az nékolik mésicii Ci let 1 po 1éCbe

antibiotiky, aniz by se projevovaly klinické pfiznaky.

4.5 Tularémie

Patogen

Tularémii zptisobuje patogen Francisella tularensis. Jedna se o gramnegativni
bakterii, ktera je velice infek¢ni. Na ¢lovéka mtize byt pfenesena rliznymi zptsoby,
napiiklad manipulaci s nakazenymi zvifaty, pozitim kontaminovanych potravin nebo
kousnutim klistétem. Prvné byla Francisella tularensis objevena v roce 1911 v USA.
Hlavnimi hostiteli jsou hlodavci, kralici a zajici. V klistéti se bakterie nachazi ve steve,

odkud je pomoci krevniho ob&hu transportovana i do slin. (Petersen, 2009)

Tularemie
Procenta pozitivnich klistat
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Graf ¢islo 5. (URL 2)
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Promorenost na uzemi Ceské republiky v letech 2014-2018 je v priméru 1,6%.
Ptiznaky a 1écba

Klinické projevy tohoto onemocnéni mohou byt riizné, lisi se podle zptisobu
nakazeni. Po kousnuti klistétem dochazi ¢asto v misté vpichu k vytvotreni malého,
Spatn¢ se hojiciho viedu. Pti vdechnuti bakterie jsou nejprve postizeny plice, pii ndkaze
kontaminovanou potravou stieva. Nasledn¢ se bakterie §ifi pomoci lymfy a dochazi
k otokiim miznich uzlin. Klinické projevy mohou byt velmi vazné, jedna se o vysoké
teploty, zdufeni uzlin, nekrozy jater a sleziny. V ptipad¢ pozdni 1é¢by mize
onemocnéni prejit do chronické faze a skoncit az smrti pacienta. Inkubacéni doba je 4

dny — 3 tydny. (Rohagva, 2006), (URL 3)

Terapie spociva v podani vhodnych antibiotik. Nejucinngjsi antibiotika jsou
doxycyklin, ciprofloxacin, gentamicin nebo streptomycin. VétSina kment Francisella

tularensis je rezistentnich k beta-laktamovym antibiotiktim.

4.6 Bartoneldza

Patogen

Onemocnéni zpasobuje patogen rodu Bartonella, u nas druh Bartonella henselae,
coz je fakultativni, intracelularni bakterie. (Boulouis, 2005) MiZe vyvolat onemocnéni
u lidi 1 zvifat. Hlavnim rezervodrem je kocka. Mezi zvifaty se bakterie pfenasi pomoci
blech. Hlavnim zpiisobem pfenosu na lidi je Skrabnuti kocky ¢i pfisati klistéte. Prvni

ptipad ptenosu klistétem byl prokdzan roku 1926. (Cotté, 2008)
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Bartonella
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Graf ¢islo 6. (URL 2)
Promofenost na uzemi Ceské republiky v letech 2009-2018 je v priméru 1,4%.
Ptiznaky a 1écba

Onemocnéni postihuje vétSinou osoby se sniZenu obranyschopnosti, pacienty bez
sleziny ¢i pacienty Zijici ve Spatnych hygienickych podminkach. Prvni pfiznaky se
objevi za 5-10 dni, v misté¢ vstupu patogenu vznikne charakteristicky tmavy utvar
podobny strupu. Poté dochazi ke zduteni okolnich uzlin a zvySeni teploty. DalSimi

pfiznaky jsou bolest hlavy, svalll, kloubt, zad a o¢i. (Benes, c2009)

Bartoneldza je diagnostikovana pomoci vysetfeni krevniho obrazu, kde je patrny
zvySeny pocet leukocytl, snizeny pocet trombocytil, anémie, a v séru zvySena alkalicka
fosfataza. K potvrzeni jsou tieba dalsi vySetieni a to prikaz specifickych protilatek IgM

a 1gG, kultivace bakterie z krve, PCR analyza nebo histologické vysetfeni. (URL 4)

U vcasného zachytu nemoci jsou nasazena antibiotika ciprofloxacin, doxycyklin ¢i

clarithromycin na 14 dni a je velmi vysoka Sance na uzdraveni. Lécba se ale mize u
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imunosuprimovanych pacientl protdhnout az na 12 tydni. Pokud neni vcas a spravné

1éCena, miize skoncit i fatalné. (Benes, c2009)

4.7 Neohrlichioza

Patogen

Neoehrlichidza je noveé objevené zoonotické onemocnéni pienasené klistaty, jehoz
puvodcem je Candidatus Neoehrlichia mikurensis patfici do kmene Proteobacteria, fadu
Rickettsiales, ¢eledi Anaplasmataceae. Podle fylogenetickych nalezl je tizce ptibuzna

s organismem Ehrlichie. (Derdédkova, 2014), (Jahfari, 2012)

— ticks developmental cycle — e PARORCD WAMRISON  ee— L OCne asOCialion

Obrazek ¢islo 2. - Mozny zoonoticky pfenos Candidatus Neoehrlichia mikurensis
(Karbowiak, 2016)
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Rezervoarem pro Candidatus Neoehrlichia mikurensis jsou hlodavci. Z téch je
prostiednictvim larev a nymf klist'at bakterie pienesena na vétsi zvirata. Z infikovanych
hlodavct a nasledné i savct je opét mozny pienos pomoci klistéte. Klist¢ bakterie
prenasi pfi sani, které potiebuje pro preménu v nasledujici stadium. Clovék tedy miize
byt nakazen od nymfy ¢i dospélce.

groEL
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_| 100
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Candidatus Neoehrlichia mikurensis- Wild rodents- Japan  (AB204864)
Candidatus Neoehrlichia mikurensis- Ixodes persulcatus- Russia (FI966359)
Candidatus Neoehrlichia mikurensis- Apodemus peninsulae— Russia (FI966363)
Candidatus Neoehrlichia mikurensis- Human- Germany {EUB10406)

Candidatus Neoehrlichia mikurensis- Ixodes ricinus- Germany (EUB10407)
Candidatus Neoehrlichia mikurensis- Dog- Germany [EU432375)
Schotti-variant- Wild rodents- the Netherlands

Schotti-variant- Ixodes ricinus- the Netherlands
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Schotti-variant- Wild rodents- the Netherlands
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Obrazek ¢islo 3. - Geneticka piibuznost Candidatus Neoehrlichia mikurensis a
Anaplasma phagocytophilum (Jahfari, 2012)
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Fylogeneticky strom zndzortiuje piibuznost jednotlivych druhi.

Candidatus N. mikurensis je gramnegativni intracelularni bakterie o velikosti 0,5-
1,5 pm, kterd napada endotelialni buiiky hostitele. Prvné byla identifikovana v roce
2004 v mysich na japonském ostrové Mikura. (Kawahara, 2004) Onemocnéni bylo
popsano v roce 2010 ve Svédsku, kde onemocnél 77 lety muz s leukémii. (Welinder-
Olsson, 2010) V roce 2011 byly zaznamenany dva piipady onemocnéni v Ceské
Republice. Jednalo se o pacienty s hematoonkologickymi onemocnénimi. (Pekova,
2011)

Ptiznaky a 1écba

vvvvvv

tromboembolitické pfihody. (Grankvist, 2014) Mezi typické laboratorni vysledky patii
zvySené CRP, leukocytoza a anémie. Definitivni stanoveni probihd pomoci PCR,

sérologické testy do dnes$ni doby nebyly vyvinuty.

Komplikace zplsobuje nespravna diagndza, kdy je pacient 1é¢en na hematologické
onemocnéni. V ptipadé podani spravnych antibiotik dochazi k odeznéni ptiznak velice
rychle. V soucasnosti se pacientovi podava doxycyklin po dobu 3-6 tydnti, optimalni

délka 1é¢by prozatim nebyla stanovena. (Jahfari, 2017 - str. 57-72)
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5 Metodika
Praktickou ¢ast své bakalarské prace jsem provadéla v laboratoii Protean S.r.o. v
Ceskych Budgjovicich. Pracovala jsem pod odbornym dohledem vedouci laboratofe

pani Ing. Miroslavy Buryskové, PhD.

5.1 Vzorky

Klist'ata jsou posilana zdkazniky k laboratorni analyze, kterd prokaze ptfitomnost
infekénich patogenti ptimo v klistéti, jez na ¢loveku salo. K sou¢asnému datu (konec
roku 2018) bylo analyzovano cca 12 000 vzorku. Klist'ata jsou pted zpracovanim

ulozena v -15 az -20 °C.

5.2 lzolace DNA a RNA

Zakladnim ptfedpokladem analyzy je ziskani Cisté DNA a RNA ze vzorku. Nejprve
diky fyzikalnim a chemickym podminkam dojde k lyze tkani klistéte pomoci lyza¢niho
roztoku. Poté se do vzorku piida ethylalkohol, diky némuz se nukleové kyseliny navazi
na siliku a pfi proplachovani nejsou odplaveny. Ze vzorku je poté pomoci promyvaciho
pufru odplavena krev a necistoty, které by pti analyze PCR mohly vadit. Kolonka je
nasledné stocena, aby se odstranil zbyvajici promyvaci roztok. Z kolonky je poté

pomoci eluéniho roztoku uvolnéna DNA, ktera je pfipravena k analyze.
Reagencie
4M GTC: 4M guanidine thiocyanate
0,IM Tris pH 7,5
- skladovano pfii pokojové teploté
2-ME: 2-mercaptoethanol

- skladovano pfi chladni¢kové teploté
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70% EtOH: 70% ethylalkohol
- skladovano pfi pokojové teploté
Odmyvaci roztok: 60mM Acetat dracelny
8,3mM TrispH 7,5
40uM EDTA pH 8,0
63% ethylalkohol
- skladovano pfti pokojové teploté
Roztok TE:10mM Tris pH 7,5
1mM EDTA pH 8,0
RNAse inhibitor (Thermo Scientific)

- skladovan pfi teplot¢ -15 az -20°C

5.2.1 Postup izolace DNA a RNA

Jako prvni se pfipravil mix roztokid v pomé&ru 250ul 4M GTC a 2,5ul 2-ME.
Vznikly roztok byl ptidan ke klistéti vyndanému z -20 °C. KIlist€ je tieba v lyza¢nim
roztoku rozmackat, aby doslo k uvolnéni DNA ze vzorku. Poté se zkumavka stoc¢ila v
Multi- Spin minicentrifuze (1 cyklus: 1600rpm 6s, vortex Hard 10s, 1600rpm 6s). Ke
vzorku bylo ptidano 250ul 70% ethylalkoholu a opét sto¢eno v Multi- Spin
minicentrifuze pfi stejnych podminkach. Poté se lyzat pienesl na kolonu Promega a
stocil 1min pfi 16000g. Stocend tekutina se slila a kolonka se promyla pfidanim 500ul
promyvaciho pufru a znovu se sto€ila 0,5min pii 16000g. Tento krok se proved] jesté
jednou. Kolonku je tfeba zbavit zbylého ethylalkoholu, proto byla sto¢ena 1min pfi
16000g. Eluce se provedla pomoci mixu roztokd TE a RNAse inhibitor v poméru 50ul
TE a 0,125u] RNAse inhibitor. Vzorky se sto¢ily 1min pii 16000g. Vyizolovand DNA
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se skladovala do provedeni reakce pii 4°C, pokud je vzorek zpracovan déle, je

skladovan pii -20 °C.

5.3 PCR diagnostika

Polymerase Chain Reaction je polymerdzova fetézova reakce, kterd byla
koncipovana v roce 1983 v laboratotich Cettus Corporation v Kalifornii. Pomoci
metody se mnozi specifickd sekvence DNA. PCR se sklada ze tiech fazi. Prvni je
denaturace, kdy pii teploté 90°C dojde k rozdé¢leni fetézci DNA. Druha faze je
hybridizace, kdy dochazi k nasedani specifickych primerti na vlakno DNA pfi
specifické teplote. Ve tieti fazi, tzv. elongaci, dochazi k syntéze novych fetézct diky
DNA polymeraze. Tento cyklus se opakuje, dokud se nenamnozi dostatecny pocet
molekul DNA. Pii PCR dochazi k exponencialnimu mnozeni daného tseku DNA, ktery

je pak mozné detekovat pomoci horizontalni gelové elektroforézy.

Pti vyvoji nové detekce byly pouzity smésné vzorky (1 vzorek z 10 riznych
klist’at). Jako zkusebni byly pouzity primery podle odborného ¢lanku — P-F: AAG GAA
TTAGTATTAGAATCT TaP-R: TTAACT TCT ACT TCA CTT GAA) (Grankvist,
2015). Velikost vysledného produktu je 800 pb.

5.3.1Priprava vzorku k PCR
Pti piipravé vzorki k PCR je vzdy pfipraven stejny mix pro vSechny testované

vzorky spolu s negativni kontrolou.

Tabulka ¢islo 1.

Chemikalie, vyrobce Konecna koncentrace | MnozZstvi (ul)
Sterilizovana H20 15,6
Tick-Taq pufr (Protean) 2mM 2,5
Primery forward a reverse 0,4uM 0,5 each
dNTPs (Fermentas) 0,2uM 0,5
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Tick-Tag DNA 2U 0,4

polymerase (Protean)

Po pfipravé mixu je na kazdy vzorek odebrano 20ul, ke kterym je nésledné vzorek
v mnozstvi Sul pfidan. Do negativni kontroly je misto Sul vzorku ptidano 5ul sterilni

H.0.

5.3.2Program v cykleru
Prvnim krokem je pocéatecni denaturace, ktera trva 2 min pfi teploté 94 °C.
Nasleduje 40 cyklickych opakovani, kdy nejprve dochazi k denaturaci pii teploté 94 °C
15s, nasleduje hybridizace pii 60°C po dobu 15s. Tretim krokem je elongace, ktera
probiha pti 72°C 45s. Po ukonceni 40 cyklti nasleduje kone¢na elongace pti 72°C 2min.

PCR program kon¢i zchlazenim vzorki na 4°C.

5.4 Gelova elektroforéza
Elektroforéza je separac¢ni metoda, zalozena na rozdilné pohyblivosti slozek vzorku
Vv elektrickém poli. Rychlost pohybu je zavisla na velikosti a mnoZstvi sloZek ve vzorku,

hustoté gelu, velikosti vstupniho napéti v roztoku, ve kterém je umistén gel.

Reagencie:

Agaroza (AppliChem)
TAE: 40mM Tris
o ImMEDTA

o 20mM kyselina octova

LB buffer 6x: 50% glycerol

o Bromfenolova modf

Ethidium bromide (Fluka)

Ke vzorku amplifikovaném pii PCR reakci bylo pfidano 6pul 6x Loading Buffer

(Protean) a cely tento mix byl pustén na gel. Pro kontrolu velikosti produktu byl pouzit
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marker Expres Ladderu (Thermo Scientific). Agardzovy gel (1,5%, tj.2,25g agarozy +
160 ml roztoku 1x TAE) byl pustén pti 200V 20min. Pozitivni vzorky byly vyfiznuty z

gelu a precistény pies kolonku.

5.5 Precisténi DNA z gelu

Pfi rozpusténi gelu v roztoku GTC dojde k uvolnéni DNA. K navazani DNA je
pouzit isopropylalkohol v roztoku chaotropni soli, diky némuz se DNA navaze
na kolonku a neuvolni se pfi promyvani. Promyvani se provadi promyvacim roztokem,
ktery ze vzorku odplavi necistoty a zbytky z gelu. Eluce je provedena pomoci roztoku

EB, ktery uvolni DNA z kolonky.
Reagencie:
6M GTC: 6M guanidine thiocyanate
0,IM TrispH 7

Isopropanol

Promyvaci roztok: 60mM Acetat draselny
8,3mM TrispH 7,5
40uM EDTA pH 8,0
63% ethylalkohol

EB: 10mM Tris pH 8,5

Do zkumavky s vyfiznutym gelem bylo pfidano trojnasobné mnozstvi 6M GTC,
coz je cca 450ul. Zkumavka se inkubovala pii 55°C Smin (Major Science - Dry Bath
Incubator), aby se gel v roztoku rozpustil. Vzorek se opatrné promichal a bylo pfidano
150l isopropanolu a opét promichéno. Roztok se ptenesl na kolonku, ktera se stocila
Imin pii 16000g. Sto€ena tekutina byla slita a do kolonky ptidano 500ul promyvaciho
roztoku na promyti. Kolonka se stocila 0,5min pii 16000g a stoend tekutina byla slita.
Pro vysuSeni a zbaveni zbylého alkoholu se kolonka stocila 1min pti 16000g. Pro eluci

bylo ptidano 40ul EB, 1min inkubace a poté sto¢eno 1min pii 16000g.
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Vzorky se odeslaly na sekvenovani u spole¢nosti Eurofins.

5.6 Sekvenace

Pti sekvenovani jsou do vzorku pfidany Ctyfi rizné fluorescencni znacky, které se
navazi na adenin, guanin, cytosin a thymin. Poté jsou pomoci kapilarni elektroforézy
rozdéleny podle velikosti a na konci kapilary detekovany pomoci laseru. Detektor podle

vyzatované barvy ur¢i nukleotidy. Vysledkem je chromatogram s peaky, ktery se

analyzuje na pocitaci ve vhodném programu.

Vysledky byly porovnany s vetejné dostupnou databazi na strankach

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Sekvenovani vzorkl potvrdilo sekvenci

Candidatus Neoehrlichia mikurensis ve vzorcich s vice nez 95% shodou.

5.7 Kontrola specifi¢nosti

Vzorky pozitivni na Candidatus Neoehrlichia mikurensis byly testovany s primery

na Anaplasma phagocytophila a danym programem.

Tabulka cislo 2.
Chemikalie, vyrobce Konecna koncentrace | MnozZstvi (ul)
Sterilizovana H20 15,6
Tick-Taq pufr (Protean) 2mM 2,5
Primery forward a reverse 0,4uM 0,5 each
dNTPs (Fermentas) 0,2uM 0,5
Tick-Tag DNA 2U 0,4

polymerase (Protean)

Po ptipravé mixu je na kazdy vzorek odebrano 20pl, ke kterym je nasledné vzorek
v mnozstvi Sul pfidan. Do negativni kontroly je misto Sul vzorku ptidano Sul sterilni

H20 a do pozitivni kontroly 0,511 DNA Anaplasma phagocytophila a 4,5 pl H20.
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Pocatecni denaturace probihala 2min pii 94°C. Poté se opakovalo 32 cykli,
obsahujicich denaturaci 15s pii 94°C, hybridizace 15s pii 52°C a elongaci 30s 72°C.
Konec¢na elongace probehla 2min pii 72°C a nasledovala ochlazeni na 4°C. Nasledovala

gelova elektroforéza na 1% gelu (). 1,5g agarézy + 160 ml roztoku 1x TAE).

5.8 Klonovani standardu

Molekularni klonovani umozni namnozeni iseku DNA z jedné kopie na obrovska
kvanta kopii. K tomu slouzi replikacni aparat, napiiklad bakterie ¢i kvasinky. Do
hostitelské buiiky se vlozi isek DNA zaklonovany do plazmidu, poté probihd kultivace
bakterii, tim namnoZzeni vlozeného useku, a nasleduje izolovani klonované DNA. Diky

snadné kultivaci se obvykle vyuzivaji bakterie Escherichia coli.

Nejprve dojde k namnozeni specifického useku DNA s pouzitim High-Fidelity
DNA polymerazy pomoci PCR.

Tabulka cislo 3.
Reagencie MnozZstvi (ul)
DNA 2,5
Q5 Hight-Fidelity 5x buffer 5
(NEB)
Primer mix forward + revers 1
dNTPs (Thermo Scientific) 0,5
Hight-Fidelity polymerase 0,25
H20 15,75

Vzorky byly pustény na elektroforézu s 6ul 6x Loading Buffrem. Gel byl 1,5% a
metoda bézela 150V 15min.
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Po probéhnuti elektroforézy se vytizla DNA z gelu a ptecistila podle vyse
uvedeného protokolu. Nasledovala ligace fragmentu do vektoru pCR II-Blunt-TOPO
S tupymi konci s pouzitim Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit (Introgene).

Tabulka cislo 4.
Reagencie MnozZstvi (ul)
Salt Solution 1
H20 15
pCR 11-Blunt-TOPO 1
PCR produkt 2,5

Reakce se inkubovala 10 min pii pokojové teploté.

Transformace byla provedena do 100ul kompeten¢nich bunék GTX10B (Protean).
Ligacni smés a buiiky byly inkubovany 30 min na ledu, poté byl proveden heat shock
Imin pii 42°C a nakonec byla cela smés ddna opét na dvé min na led. Ke smési bylo
pridano 800ul predehiatého LB media bez antibiotik a vSe bylo inkubovano 45min pfi
37°C. Zkumavka byla pied vysevem na plotny stocena na 3000g 1,5 min a sediment byl
rozetfen na plotny s kanamycinem, které byly potom umistény do termostatu (Innova 42

- Incubator Shaker Series) dnem vzhiiru, a inkubovany v 37°C pies noc.

Vybrané pozitivni kolonie byly preockovany do media s kanamycinem a
inkubovany pti 37°C a 250 RMP. Z narostlych kultur byly vyizolovany plazmidy.
Kontrola pozitivnich kolonii byla provedena izolaci plazmidové DNA a stithem
restrikénim enzymem EcoRI (Fermentas). Vysledky byly ovéfeny pomoci gelové
elektroforézy. Pozitivni plazmidy byly pro ovéteni sekvenovany ve spole¢nosti

Eurofins.
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5.9 Minipreparace plasmidové DNA
Ziskani plasmidové DNA z narostlé bakteridlni kultury. Vznikly produkt 1ze vyuzit

k dal$im analyzam.
Reagencie:
P1: 50mM Tris-Cl pH8,0
10mM EDTA
100ug/ml RNAse A
P2: 200mM Tris-Cl pH 8,0
1% SDS
N3 (Neutralization Buffer): originalni roztok od Qiagen
Promyvaci roztok: 60mM Acetat draselny
8,3mM TrispH 7,5
40uM EDTA pH 8,0
63% ethylalkohol
EB: 10mM Tris pH 8,5

1,5 ml narostlé bakterialni kultury bylo sto¢eno 1 min pii 3000g. Medium bylo slito
a k sedimentu ptidano 250 pl roztoku P1. Sediment byl dikladné rozmichéan. K této
smési bylo pfidano 250 pul P2, lehce promichano a nechano 3 min stat. Dale bylo do
zkumavky ptidano 350 pl N3 a f4dn€ promichéno. Cela smés byla stocena 10min pfi
16000g. Supernatant byl prenesen na kolonu (Promega) a sto¢en 1min pii 16000g.
Kolonka byla promyta pomoci promyvaciho roztoku (750 pul) a sto¢ena 0,5 min pii
16000g, pro zbaveni se ethylalkoholu sto¢ena jesté jednou 1min pii 16000g. Eluce byla
provedena v 50ul EB.
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Poté byla zméfena koncentrace DNA pomoci pfistroje (BOECO Germany S-30
Spectrophotometer) (199,6 ul/ml). Takto ptipraveny standard byl zapsan do interni

databaze a ulozen v -20°C.

5.10 Restrikéni analyza
Pti restrik¢ni analyze dochazi k §tépeni DNA pomoci restrikénich enzymt, v mém
pripadé EcoRI. Pti spravném $tépeni jsou na gelu viditelné 2 pruhy déle od sebe, coz je

znazornéno na obrazku ¢islo 4.

Tabulka cislo 5.
Reagencie MnoZzstvi (ul)
Buffer EcoRI (Fermentas) 2
Enzym EcoRI 0,5
H20 7,5
Plasmidova DNA z miniprepu 10

Celé reakce byla inkubovana 1h pti 37°C a poté zkontrolovana pomoci gelové

horizontélni elektroforézy.

El 1 2 3 4

Obrazek cislo 4. - Foto gelové elektroforézy s restrikcni analyzou. Na prvni pozici
Express leader, nasleduji 4 vzorky, z nichz byl vzorek c¢islo 3 vybran pro osekvenovani a
nasledné dalsi zpracovani. U vzorkii 1 a 2 zirejmé nedoslo k zaklonovani spravného

useku DNA.
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5.11Priprava standardu

Z klonu, ktery byl osekvenovan a byla potvrzena C. Neoehrlichia mikurensis, byl
pripraven miniprep. Ten dale v laboratofi slouzi jako zdroj pozitivni kontroly pfi dalSich
analyzéach. Standard byl i kontrolou pfi testovani kliSt'at z roku 2018 na pfitomnost

Candidatus Neoehrlichia mikurensis.

5.12Priprava bakteridlniho stocku
Bakterialni kultura obsahujici plasmid s DNA z Candidatus Neoehrlichia

mikurensis v 60% glycerolu slouzi k uskladnéni pro piipadné dalsi pouziti.

Do oznacené kryozkumavky jsem pienesla 675 ul Cerstvé narostlé bakterialni
kultury a 450 pl sterilniho 60% glycerolu. Pro jistotu pfi skladovani se pfipravuji vzdy 2
kryozkumavky. Obsah zkumavek se promichal a ihned zmrazil v -20°C a teprve poté

byl pfemistén do -80°C (New Brunswick - Premium HEF 410).

33



6 Vysledky

6.1 Navrh specifickych primeri pro Candidatus Neoehrlichia mikurensis

Pro vyvoj nové diagnostiky na detekci Candidatus Neoehrlichie mikurensis vhodné
detek¢ni primery pro PCR byly nejprve hledany v odborné literatute. Testy prokazaly
nizkou specificitu, tim byly pro detekci nevhodné, a proto se laboratot rozhodla
navrhnout primery vlastni. S novymi primery, navrzenymi v programu Geneious
v11.1.4., metoda funguje spravné¢ a dochazi k zachyceni pouze specifického produktu.
Navrhovani primert v programu Geneious je znazornéno na obrazku ¢islo 4. Velikost
vysledného produktu je 757 pb. Aby byla analyza specifickd, zvySovala se teplota pfi
annealingu z 50°C na 60°C.
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4
B 5. LN830973.1 (Candidatus Neoehrlichia ... it
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Obrazek ¢islo 5. - Navrhovani specifickych primeru pro Candidatus Neoehrlichia
mikurensis v programu Geneious. Na obrdzku jsou primery zndzornény trojuhelnicky,
kdy zelené trojuhelnicky odpovidaji primeriim z odborné literatury a modré jsou nove
navrzeny. Tmavsi barvy predstavuji forward primery a svétlejsi reverse primery.

Navrhovani probéhlo na alignmentu 10 sekvenci Candidatus Neoehrlichia mikurensis.

6.2 Screening vzorki kli§tat

Testovani noveé navrzenych primerti probéhlo na smésnych vzorcich. Navrzené
primery byly testovany na specificky zachyt C. N. mikurensis ve smésnych vzorcich.
Vysledny gel je znazornén na obrazku ¢islo 6. Produkty byly z gelu vyfiznuty a

precistény, pomoci metody uvedené vyse, a poslany na sekvenovani do firmy Eurofins.
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Pii sekvenovani byla potvrzena pfitomnost bakterie Candidatus Neoehrlichia

mikurensis v zaslanych vzorcich.

El
Obrazek ¢islo 6.A a 6.B - Foto gelu po horizontalni gelové elektroforéze. Na gelu je

vzdy v kazdé radé na prvnim misté Express ladder, nasleduji testované vzorky (19 a 19).

Pozitivni vzorky (¢islo 6, 10, 13 v prvni fadé a 2, 19 v druhé Fade ) byly z gelu vyriznuty.

6.2.1Sekvenace

Sekvence - alignment 10 vzorkd. VSechny vzorky jsou z klistat chycenych na
tizemi Ceské republiky. Ukazka sekvence od 100 do 350 pb na obrazku ¢&islo 7.
Alignment slouzi k porovnani vzorki podle sekvence specifického useku DNA a je zde

mozné zachytit drobné odchylky v genu riznych druhti ¢i mutace.
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6.3 Priprava standardu

Pti klonovani standardu dochazi k zabudovani namnozeného specifického useku
DNA do plazmidové DNA (vektor), ta je poté transformovana do kompetentnich
bakterii (schopny pfijmout cizi DNA, plotna na obrazku ¢islo 8.), z nichZ je nasledné
provedena minipreparace DNA a ta je pouzivana jako pozitivni kontrola u PCR.

Postupy jednotlivych metod jsou uvedeny v metodice této prace.

Obrazek ¢islo 8. - Foto plotny po naneseni ligacni reakce se zaklonovanou DNA z
Candidatus Neoehrlichia mikurensis a inkubaci pres noc v 37°C. Na plotné je videét cca

150 kolonil.

6.4 Kontrola specifi¢nosti primeru

Vzorky, které byly pozitivni na Candidatus Neoehrlichia mikurensis, coz bylo
potvrzeno sekvenaci, byly otestovany s primery a programem na Anaplasma
phagocytophyla. Testovani potvrdilo specificnost primert na Candidatus Neoehrlichia

mikurensis a nedochazi ke skiizené reaktivité se vzorky pozitivnimi na ptibuzny
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patogen ani k faleSn¢ pozitivnim vysledkiim. Jeden testovany vzorek byl ovsem
pozitivni, proto byl opét vyfiznut z gelu, pfecistén a poslan na sekvenaci. Sekvenace
potvrdila pfitomnost Candidatus Neoehrlichia mikurensis i Anaplasma phagocytophyla

ve stejném vzorku.

EL 1 2 3 4 5 -

Obrézek ¢islo 9. - Na prvnim misté v gelu se nachdzi Express ladder, ndsleduje 5

vzorkil, z nichz je vzorek cislo 4 pozitivni na Anaplasma phagocytophyla. Posledni misto

zaujima negativni kontrola (5u H-20).

6.5 Screening vzorki a statistické vyhodnoceni promorienosti kliSt’at

patogenem Candidatus Neoehrlichia mikurensis za rok 2018

Otestovany byly vS§echny smésné vzorky z roku 2018. Jeden smésny vzorek
obsahuje DNA a RNA z 10 riiznych klistat. Testovani probéhlo ve 4 skupinach. Prvni
skupina je znazornéna na obrazku ¢islo 10. Pii kazdém testu byla se vzorky
analyzovana jedna pozitivni a jedna negativni kontrola. Express leader pro kontrolu

velikosti produkti je vzdy na prvni pozici v gelu.

1. Skupina vzorki
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El

Obrazek ¢islo 10.A a 10.B - Foto gelu pri screeningu klistat z roku 2018. V kazdé
radé je na prvnim misté Express ladder, posledni dva vzorky v horni Fadé jsou nejprve

negativni a poté pozitivni kontrola.
Pocet smésnych vzorki v prvni sérii vzorki je 35, z toho je 7 pozitivnich.

2. Skupina vzorkl

El

Obrazek ¢islo 11.A a 11.B - Foto gelu pri screeningu klistat z roku 2018. V kazdé
radeé je na prvnim misté Express ladder, posledni dva vzorky v horni fadé jsou nejprve

negativni a poté pozitivni kontrola.

Pocet smésnych vzorki je 32, z toho je 7 pozitivnich. U opakovanych 4 vzorki

potvrzena C. Neoehrlichia mikurensis u 3 (na gelu prvni 4 vzorky)



3. Skupina vzorka
Pocet smésnych vzorki je 36, z toho je 6 pozitivnich.
4. Skupina vzorkl

Pocet smésnych vzorkd je 36, z toho je 12 pozitivnich. 4 vzorky pro kontrolu

pustény jeste jednou v jiné sérii.

Pti testovani smésnych vzorkl za rok 2018 bylo testovano celkem 139 smésnych
vzorkd, tedy 1390 klist'at. Pozitivnich vzorkd bylo celkem 31. Screening prob¢hl ve 4

skupinach. Procentualni vysledek a shrnuti jsou uvedeny v tabulce ¢islo 6.

Tabulka ¢islo 6.

Celkovy pocet vzorkii | Pozitivni Negativni
(smésné vzorky= *10)

139 (1390) 31 108
2,23 %
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7 Diskuze

Vysetteni infek¢nosti klist’at u napadenych lidi povazuji za piinosné opatieni z
hlediska prevence nakazy. U mnoha onemocnéni, jak pfenasenych klistaty, tak klistaty
nepienasenych, jsou ptiznaky velice nespecifické. Pacient by mél svému Iékati vzdy
sdelit, ze mel v nedavné dobé¢ prisaté klisteé. Kdyz pacient navic vi, jaké patogeny dané
klisté ptenaselo, miize to predstavovat vyznamné voditko pro 1ékate, ktery tak snadnéji
urci spravnou diagnézu a 1écbu, ¢imz se zaroven zkrati doba ptipadné pracovni
neschopnosti pacienta. V soucasnosti se bézné pomoci serologickych testi vétSina
prenaSenych patogent klistétem netestuje. Na prikaz Candidatus Neoehrlichia
mikurensis serologické testy prozatim vyvinuty nebyly. Tato informace byla podnétem

pro vyvoj diagnostiky pomoci PCR.

Neoehrlichidza byla nej€astéji pozorovana u lidi s oslabenou imunitou, ovSem
znama jsou i onemocnéni u naprosto zdravych lidi, naptiklad v Némecku. Z toho
davodu je dilezité, aby 1ékafi byli informovani o Sifeni se této noveé objevené nemoci.
Pti dobré informovanosti nebude dochazet k tomu, Ze bude pacient mylné 1é¢en na jiné

onemocnéni, ale dostane antibiotika cilend na 1é€bu neoehrlichiézy.

Pti testovani klistat v prubéhu roku 2018 bylo zachyceno n¢kolik klistat, ktera
neobsahovala jen Candidatus Neoehrlichia mikurensis, ale i dalsiho patogena. Jedno
klisté obsahovalo vedle Candidatus Neoehrlichia mikurensis také Anaplasma
phagocytophyla a dv¢ klist'ata Borelie. Kombinace pfenasenych patogenti zptisobuje
téz81 prubeh akutni faze nemoci a méné specifické ptiznaky, které se kombinuji dle
pienasenych patogentl. Casto se tedy stane, Ze pacient zcela nereaguje na 16¢bu, coz je
zpusobeno 1éEbou pouze jednoho patogena, pticemz druhy pietrvava. Proto je dilezité
spravné stanoveni vSech patogentli v klistéti a zah4jeni ucinné 1é€by kombinaci cilenych

1¢kt.

V této praci probihalo stanoveni promofenosti klistat ze smésnych vzorki, kdy
promoienost vychazela na 2,23 %. Behem roku 2018 vsak byla testovana v laboratofi i
klist'ata jednotliveé, pii objednané analyze. Celkové bylo vySetifeno ptes 100 klist’at a

vyskyt pozitivnich vzork byl stanoven na 5,8 %. Toto porovnani ukazuje na zkreslené
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vysledky pfi testovani smésnych vzorku. Pti testovani smésnych vzorka se predpoklada,
ze v kazdém vzorku (10ks klist’at) je jen jedno klisté pozitivni. V jednotlivych letech se

promoftenost klist'at vyrazné 1i$i, coz lze vidét u grafli vyskytu ostatnich patogenti.

Neoehrlichie

Procenta pozitivnich klidtat

ol

klisté.cz

6,00 %

5,00 %

4,00 %

3,00 % 2,8%

2,00 %

1,00 %

0,00 %
2018

Graf ¢islo 7. (URL 2)

Z vysledki analyz v laboratofi Protean za rok 2018 vyplyva, Ze rozsiteni
Candidatus Neoehrlichia mikurensis je tfeti nejvyssi v pofadi za Borelii (10%) a
Babesii (6%).
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8 Zavér

Cilem mé bakalatské prace bylo vyvinout diagnostiku na stanoveni bakterii
Candidatus Neoehrlichia mikurensis v klistatech. Pfi mé praci bylo potfeba navrhnout
vhodné specifické primery, testovanim vzorki DNA z klistat nalézt klisté pozitivni na
Candidatus Neoehrlichia mikurensis, specificky tisek DNA zaklonovat do
plazmidového vektoru a piipravit DNA standard pro pozitivni kontrolu pfi diagnostice
pomoci PCR. Po vyvinuti metody bylo testovano celkem 1390 klist'at ve smésnych
vzorcich po 10 kusech. K detekei a screeningu byla vyuzita metoda PCR s naslednou
elektroforézou a odectenim vzorkl. Metoda byla uspésné vyvinuta a je nadéle
Vv laboratofi Protean rutinné pouzivana pro spolehlivou detekci patogenu ve vzorcich
klitat. Z mych vysledki vyplyva, ze promofenost na izemi Ceské republiky se

pohybuje kolem 2%, coz neni zanedbatelné.

V budoucnu by mélo byt provedeno plosné testovani pro ziskdni piesnéjsich
statistickych udaju. Jelikoz do této doby nebyly vyvinuty sérologické diagnostické testy,
véda by se touto problematikou méla zabyvat. Za dilezité povazuji informovat pfi
zdravotnich problémech Iékate o tom, Ze pacient mél piisaté klist€. Mnoho piiznakt je
nespecifickych a informace o pfitomnosti patogend v klistéti by méla Iékaii pomoci

k rychlejsi a spravné diagnoze.
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