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Anotace

Klist¢ obecné (Ixodes ricinus) je nejcastéjSim vektorem pii pienosi patogentt Anaplasma
phagocytophylum a Rickettsia spp., coz jsou bakterie zplsobujici fadu onemocnéni, jak u lidi, tak i u
zvitat. Cilem prace byl pfimy prikaz bakterii Anaplasma a Rickettsia spp. u klistat posbiranych v
Zoologické zahradé Ostrava s naslednym vyhodnocenim pozitivity klistat dle PCR a vyhodnocenim

rizika infekce pro zoo zvitata a navstévniky zoo.

Klistata byla sbirana v zoologické zahradé Ostrava metodou vlajkovani na péti lokalitach v prubéhu
roku 2024 po dobu 8 mésicti (v dobé od biezna do fijna). Celkem bylo posbirano 598 klist’at, z toho 130
dospélct (67 samic a 63 samcil) a 468 nymf. K vlastnimu vySetfeni vzorki pomoci PCR v ramci této

prace byli pouziti pouze dospélci klistat, tj. 130 vzorkd.

Rickettsia spp. byla prokazéna pomoci PCR u 25,4 % (33/130) klist’at, z ¢ehoz bylo pozitivnich 16 samic
(12,3 %) a 17 (13,1 %) samct bez statisticky vyznamného rozdilu (p=0,8378). Vé&tsi pozitivita byla u
samcd, ktefi, ale nejsou takovou hrozbou jako samice, protoZe na rozdil od samic nesaji krev. Na vSech
zkoumanych lokalitich byla zjisténa podobna pozitivita bez statisticky vyznamného rozdilu (p=0,7236)
(3,9 %) a na vceli stezce (3,9 %). Pozitivni klistata se hojné€ vyskytovala v mistech s niz§im travnatym
porostem bez vzrostlych ket nebo vysazenych kvétin. V ramci sledovaného obdobi od biezna do fijna,

se nejvice pozitivnich klist'at objevilo v mésicich kvéten (8,5 %) a ¢erven (9,2 %).

A. phagocytophylum byla prokazana u 2 klistat (1,5 %), z ¢ehoz ob¢ klistata byli samci. Pozitivni
klistata byla na dvou lokalitach, a to v useku za voliérou orlt skalnich (0,8 %) a v iseku naproti vyb&éhu

jelend (0,8 %).

Vysledky ukazuji, ze klistata se v zoologické zahradé¢ Ostrava hojné vyskytuji a zaroven jsou

vyznamnym vektorem infekénich patogent Rickettsia spp. a A. phagocytophilum.

Kli¢ova slova: Ixodes ricinus, anaplasmosis, rickettsiosis; PCR
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Annotation

The common tick (Ixodes ricinus) is the most common vector for the transmission of pathogens
Anaplasma phagocytophylum and Rickettsia spp., which are bacteria that cause a number of diseases,
both in humans and in animals. The aim of the work was the direct detection of A. phagocytophylum
and Rickettsia spp. for ticks collected in the Ostrava Zoological Garden with subsequent evaluation of

tick positivity according to PCR and evaluation of the risk of infection for zoo animals and zoo visitors.

Ticks were collected in the Ostrava zoo using the flagging method at five locations during 2024 for a
period of 8 months (between March and October). A total of 598 ticks were collected, of which 130
adults (67 females and 63 males) and 468 nymphs. For the actual examination of samples using PCR in

this work, only adult ticks were used, i.e. 130 samples.

Rickettsia spp. was detected by PCR in 25.4 % (33/130) of ticks, of which 16 females (12.3 %) and 17
(13.1 %) males were positive without a statistically significant difference (p=0.8378). There was a higher
positivity in males, which, however, are not as much of a threat as females because, unlike females, they
do not suck blood. Similar positivity was found in all investigated locations without a statistically
significant difference (p=0.7236), with the highest positivity in area opposite the deer enclosure (6.9 %)
and the lowest in the area behind the ponds and lemur islands (3.9 %) and on the bee trail (3.9 %).
Positive ticks were abundant in areas covered with lower grass without mature shrubs or planted flowers.
Within the observed period from May to October, the most positive ticks appeared in the months of May
(8.5 %) and June (9.2 %).

A. phagocytophylum was detected in 2 ticks (1.5 %), of which both ticks were male. There were positive
ticks in two locations, namely in the area behind the golden eagle aviary (0.8 %) and in the area opposite

the deer enclosure (0.8 %).

The results show that ticks are abundant in the Ostrava zoo and at the same time are an important vector

of infectious pathogens Rickettsia spp. and A. phagocytophilum.

Keywords: Ixodes ricinus, anaplasmosis, rickettsiosis;, PCR
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1. Uvod

V této praci jsem se zabyvala studiem bakterii Rickettsia spp. a Anaplasma phagocytophylum
u klistat posbiranych v arealu Zoologické zahrady Ostrava. Tyto bakterie zptisobuji zoonoticka
onemocnéni, kterd jsou rizikem, jak pro navstévniky a chovatele, tak i pro zvifata chovana v této
zahrad¢€. Tuto infekci obvykle ptenaseji klistata rodu Ixodes, tedy i klist¢ obecné (Ixodes
ricinus), které se bézné vyskytuje v celé Ceské republice. Vzhledem k rostoucimu vyskytu
infek¢nich onemocnéni zptisobenych bakteriemi Rickettsia spp. a A. phagocytophylum u lidi 1

zvifat, je nutny monitoring téchto bakterii u jejich hlavnich pfenasSecu, tedy klist’at.
Cile prace:

= Sbér klistat v Zoologické zahradé Ostrava v péti vytipovanych lokalitich metodou
vlajkovani

= Identifikace klistat (druh, vyvojové stadium, pohlavi) pomoci mikroskopu a urcovacich
klica

= Detekce bakterii Rickettsia spp. a Anaplasma phagocytophylum pomoci metod molekularni
biologie (izolace DNA, PCR, gelova elektroforéza)

= Vyhodnoceni pozitivity klistat pomoci statistickych metod



2. Literarni prehled

Bakterie Rickettsia spp. a Anaplasma phagocytophylum zpisobuji zoonotickd onemocnéni u

zvirat, ale i ¢lovéka.

Rickettsia spp. jsou rodem bakterii, které u clovéka mohou vyvolavat onemocnéni rickettsiozu
(URL 10). Mezi druhy ptfenasené klistaty a vyznamné z klinického hlediska patii Rickettsia
rickettsii, zpusobujici tzv. horeCku Skalictych hor, Rickettsia conorii a Rickettsia africae, které
zpiisobuji horecku boutonneuse (URL 11). V Evropé se vyskytuje velké mnoZstvi kliStaty
prenaSenych rickettsii. Nékteré tyto rickettsie jsou pro evropsky kontinent typické, jiné se
primarné¢ vyskytuji na jinych kontinentech a v Evropé se objevuji jen sporadicky (Obr. 1)

(Tomcova, 2016). Tuto infekci na cloveka obvykle prenasi klisté obecné (/. ricinus) (URL 10).

Obrazek 1: Souhrn vSech rickettsii, se kterymi se miizeme v Evropé setkat.

B A conorii conorii >
. R. conorii israelensis

& R. conorii caspia

® & conorii indica
»~
~ R. sibirica mongolitimo

® R. aeschlimannii
‘{;” R. slovaca
A R raoultii
R. massiliae
* R. monacensis
& R. hoogstraalii
@ R helvetica
3 R, rhipicephali
7 Rickettsia sp. DmS1
X « Candidotus R. barbaria®
A Rickettsia sp. AvBat
« Candidatus R. kuligani»
® « candidatus R. siciliensis»
O « Candidatus R. rioja »
<« Candidatus R. vini »
& Rickettsia sp. strain Davousti
., Candidatus R. kotlanii »



A. phagocytophylum je bakterie, ktera zpusobuje lidskou granulocytarni anaplazmoézu. Zastupci
rodu Anaplasma mohou zpusobit infekci u lidi a Sirokého spektra domdcich zvifat s riznym
stupném zavaznosti. Infekci na clovéka obvykle prenasi kliste obecné, které se bézné vyskytuje
v Ceské republice (URL 1). Lidska granulocytarni anaplazméza (HGA), dfive zndma jako
lidska granulocytarni ehrlichiéza (HGE) se vyznacuje ptiznaky jako je horecka, bolest hlavy,
zimnice a bolesti svalii, které se obvykle objevuji béhem 1-2 tydnl po prisati klistéte.
Epidemiologie této nakazy je velmi podobnd Lymeské borelidze (zplisobuje Borrelia
burgdorferi) a Babesioze (zpusobuje predevSim Babesia microti) majicich stejného pienasece,

tj. kligts (URL 2).

2.1 Bakterie Rickettsia spp.

Rickettsia spp. jsou rozmanitou sbirkou obligatné intracelularnich gramnegativnich bakterii,

které jsou pfendSené pomoci klist’at, v§i, blech, roztoc¢t a savct (Obr. 2).

»

Body louse: 1 Booklice:
R. Prowazekii R. felis

Mesostigmatid mite:
R. felis, R. akari

—  Fear Poaay -
Whitefly: m ‘ %\» Mosquito:

Y R. felis, R. typhi, + <
Rickettsia sp. MEAM 4 Raftae ] JIN Rfelis

Hard tick:

R. aeschlimannii, R. africae, R. asiatica,

R. australis, R. bellii, R. conoriicomplex,

R.c densis, R. heilongji is, R. honei,

R. hoogstraalii, R. helvetica, R. japonica,

™ Soft tick:

R. hoogstraalii,
Rickettsia sp.
AvBat

R. massiliae, R. monacensis, R. montanensis,
R. parkeri, R. peacockii, R. philipii, R. raoultii,
R. rhipicephali, R. rickettsii, R. sibirica complex,

R. slovaca, R. tamurae

Obrazek 2: Potencialni vektorovi ¢lenovci pro Rickettsia (URL 19)

Tyto zoonotické patogeny zpusobuji infekce, které se $ifi krvi do mnoha organti. Druhy rodu
Rickettsia zpusobuji skalnatou horecku Rocky Mountain, rickettsial nestovice, dalsi skvrnité
horecky, epidemicky tyfus a mySi tyfus. Druhy rodu Rickettsia a Orientia se pienaseji
kousnutim infikovanymi klistaty nebo rozto¢i nebo trusem infikovanych vs§i nebo blech. Ze
vstupni brany v kizi se rickettsie $ifi krevnim feciStém a infikuji endotel a né€kdy 1 bunky
hladkého svalstva cév. Druhy rodu Rickettsia vstupuji do svych cilovych bunék, mnozi se

bindrnim §tépenim v cytosolu a ptimo poskozuji napadené bunky (Baron, 1996).
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Taxonomické zarazeni bakterie rodu Rickettsia spp.:

Doména: Bacteria

Kmen: Proteobacteria
Ttida: Alphaproteobacteria
Rad: Rickettsiales

Celed’: Rickettsiaceae
Rod: Rickettsia

(Tomcova, 2016)

2.1.1 Rickettsiozy

Rickettsiové choroby jsou obtizn¢ diagnostikovatelné, a to i poskytovateli zdravotni péce, ktefi
maji s témito chorobami zkusenosti. Inkubacni doba vétSiny rickettsiovych onemocnéni se
pohybuje od 5 do 10 dnti. Cestovatelé mohou zaznamenat pfiznaky béhem cesty nebo az 1-2
tydny po navratu domi. VétSina symptomatickych rickettsiovych onemocnéni zplisobuje
sttedné zévazna onemocnéni, ale jind, vCetné RMSF (také nazyvana brazilskd teckovana
horecka), epidemického tyfu, kfovinatého tyfu a sttedomotské te¢kované horecky, mohou byt
v nékterych piipadech Zivot ohrozujici, zvlaste kdyz je 1écba opozdéna. Klinické projevy se lisi
podle ptivodce a pacienta. Mezi bézné ptiznaky, které se obvykle vyvinou do 1 tydne od infekce,
patii horecka, bolest hlavy, malatnost, nevolnost nebo zvraceni. Mnoho rickettsioz je také
doprovazeno makulopapularni, petechialni nebo vezikuldrni vyrazkou nebo n¢kdy escharem

(tmavy nekroticky strup) v misté kousnuti klistétem nebo roztocem (URL 5).

2.2 Bakterie Anaplasma phagocytophylum

Patogeny rodu Anaplasma se vztahuji k obligatnim intracelularnim bakteriim v rdmci fadu
Rickettsiales ptenaSenych predevsim kousnutim kliStétem a povaZzovanym za riziko pro domaci
zvitata, hospodarska zvifata a lidi po celém svété. U obratlovcl dochazi k infikovani krevnich

bun¢k vcetné erytrocytli (RBC), monocyti, krevnich destic¢ek a neutrofilti (Chisu et al., 2023).

K dnes$nimu dni zahrnuje tento rod osm druhti a velké mnozstvi neklasifikovanych genotypu,

které nelze ptitadit k doposud znamym druhtm.
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Taxonomické zarazeni bakterii rodu Anaplasma:

Doména: Bacteria

Kmen: Proteobacteria
Ttida: Alphaproteobacteria
Rad: Rickettsiales

Celed: Anaplasmataceae
Rod: Anaplasma (URL 4)

Bylo zjisténo, Ze n¢kolik druht rodu Anaplasma, které byly diive povazovany za nepatogenni,
jsou zoonotické a spojené s lidskymi nemocemi, coz naznacuje, Ze pocet druhi rodu
Anaplasma, které infikuji lidi, bude mnohem vyssi. Konkrétné druh A. phagocytophilum,
puvodce klistové horecky u ovcei a granulocytarni anaplazmozy u pstt (CGA) a koni (EGA), je

také zodpoveédny za infekci cloveka (HGA) (Chisu et al., 2023).

2.2.1 Lidska granulocytarni anaplazmoza (HGA)

Navzdory zvySujici se prevalenci A. phagocytophilum u zvitecich hostiteld nejsou lidské
pripady casté, i kdyz jsou pravdépodobné podhodnoceny kvili nespecifickym klinickym
ptiznakiim (symptomy podobné chiipce) (URL 12). Inkubacni doba onemocnéni je v rozmezi
5 — 21 dni, vétSina onemocnéni se vyskytuje v obdobi duben-fijen. Klinickym projevem je
obvykle akutni nespecifické febrilni onemocnéni trvajici 2 — 11 dni. U 70-95 % infikovanych
osob je pfitomna horecka (> 38,5 °C), malatnost, myalgie a bolesti hlavy, n¢kdy také artralgie,
postizeni jater (zvySené jaterni transamindzy), poruchy centralniho nervového systému
(zmatenost, neurologické ptiznaky), gastrointestindlniho systému (nevolnost a zvraceni) nebo
respiracni pfiznaky (dychaci obtize). Nékdy se miZe objevit vyrazka (nesvédici zarudnuti).

Fatalni infekce se vyskytuji zfidka, ale infekce miize vyustit v multiorgdnové selhani (URL 12).

Hlavnim pienaseCem A. phagocytophilum v Evropé¢ je klisté . ricinus s prevalenci v
jednotlivych zemich v rozmezi od 0,5 do 34 %. Infekce se nejcastéji $ifi pomoci klist’at, ktera
se mohou nakazit od infikovanych zvifecich hostitelti. Kmeny patogenni pro ¢lovéka mohou
byt pfenasSeny klistaty sajicimi na konich, psech, domacich nebo volné Zijicich pfezvykavcich

(n€které kmeny), jeZcich a divokych prasatech (URL 12).



2.2.2 Granulocytarni anaplazmdza u psa

Granulocytarni anaplazmoéza psi je akutni hore¢naté onemocnéni charakterizované letargii,
nechutenstvim, ubytkem hmotnosti a muskuloskeletalnimi bolestmi. Zmény hematologického
a biochemického profilu spojené s timto onemocnénim jsou nespecifické a zahrnuji
trombocytopenii, anémii, moruly v neutrofilech a zvySenou aktivitu jaternich enzyma. Mohou
se objevit koinfekce s jinymi patogeny piendSenymi klistaty (TBP), zejména s B. burgdorferi,
coz komplikuje klinicky obraz, diagnostiku a odpovéd’ na 1écbu. Piestoze byly publikovany
klinické studie na psech, zistdvd nejasné, zda nckolik klinickych piiznaki a

klinickopatologickych abnormalit miiZze souviset s touto infekci (Obr. 3).

Porozuméni granulocytarni anaplazmoze je dulezité kvili jejimu zoonotickému hledisku,
potencidlnim zavaznym nasledkiim u psti i lidi a moznosti pouziti epidemiologickych dat u

psich druhti jako dobrého odhadu rizika pro ¢loveéka (El Hamiani Khatat et al., 2021).

Obrdzek 3: Anaplasma phagocytophilum (modra barva) v cytoplazmé neutrofilii
v krvi psa; 1000x (URL 18)
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2.3 Klisté obecné (Ixodes ricinus)

K vyznamnym pienase¢tim infekénich chorob na tizemi Ceské republiky patii klists, zejména
klisté¢ obecné (Ixodes ricinus). Jako piirozeni hostitelé pro 1. ricinus bylo hldseno vice nez 300
zivoc¢iSnych druhti. Hustota tohoto druhu klistat muze byt velmi vysoka, misty dosahuje vice
nez 300 kligtat/100 m? (Gern, 2005). Siroky geograficky a klimaticky rozsah klistéte . ricinus
a nasledné vyrazné rozdily v jeho sezénni populacni dynamice maji piimy dopad na dynamiku

pienosu mnoha patogenii prenasenych timto druhem klistat (Randolph et al., 2002).

Ve stfedni Evropé je znamych 7 epidemiologicky vyznamnych druht klistat. Podle typu
parazitismu je délime na Exofilni (svého hostitele aktivné vyhledavaji): klisté¢ obecné (Ixodes
ricinus), klist' luzni (Haemaphysalis concinna), KIist stepni (Haemaphysalis punctata), klist
lesostepni (Haemaphysalis inermis), pijak luzni (Dermacentor reticulatus), pijak stepni

(Dermacentor marginatus) a na Endofilni (Ziji v tikrytech svych hostitelt): klisté jez¢i (Ixodes

hexagonus) (URL 8).

I v Ceské republice se v poslednich letech vyskytuji i jiné druhy klistat, coz mtze mit za p¥i¢inu
mnoho faktort. Mezi nové druhy klistat objevenych v Ceské republice, patii napt. exoticka
klistata rodu Hyalomma. Tento druh je znamy tim, Ze se do naSi zem¢ dostal pomoci
stethovavych ptakl z teplych krajin, ktefi se sem vraci a tase odlétaji. Hyalomma ptendsi fadu
vyznamnych infekei lidi 1 zvifat (URL 16). Dal$im kliStétem je pijak luzni (Dermacentor
reticulatus), ktery se vykytuje spiSe v oblasti s chladnéj$im a mirn&j$im klimatem, nejcastéji
Vv lesich, kiovinach a velmi ho 14ka stin a vlhko. Tento druh je hlavnim vektorem plvodce
babeziozy (URL 17). V poslednich letech se také diky zvySujicim se primérnym teplotam
vyskyt kliStéte posouva 1 do vysSich nadmotskych vysek. Neni se tedy cemu divit, kdyz se

s klistétem setkame 1 v horskych oblastech, tfeba 1 na samotné horni hranici lesa (URL 15).
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Taxonomické zarazeni kliStéte obecného:

Rige: Zivog&ichové (Animalia)
Kmen: Clenovci (4rthropoda)
Podkmen: Klepitkatci (Chelicerata)
Ttida: Pavoukovci (Arachnida)
Rad: Klistata (Ixodida)

Celed’: Klistatoviti (Ixodidae)

Rod: Kliste (Ixodes)

Druh: Klisté obecné (Ixodes ricinus)

(URL 9)

2.3.1 Biologie klist’at

Jednim z Castych omyla je, ze klist€¢ je hmyz. Tak tomu ovSem neni, klist'ata taxonomicky
fadime mezi pavoukovce, do faddu roztocl. Spolehlivym rozpoznavacim znakem je pocet
nohou. Hmyz jich ma 6, oproti tomu vSichni pavoukovci (v¢etné klist'at) maji nohou 8 (URL
6). Klistata se vyskytuji v rozsdhlych oblastech svéta v fadé¢ druhd. Podle svého druhu a
klimatickych podminek ziji az 8 let. Kli§t€ méa nepfimy vyvoj a v nasich podminkach trva jeho
zivotni cyklus 2 roky (URL 7). Na celém svété Zije v soucasné dob¢ necelych 900 druhti klist'at
a miZeme je najit na vSech kontinentech a ve vSech klimatickych pasmech od tropii, az po
arktické oblasti. Z tohoto poétu se miizeme v Ceské republice setkat s 11 druhy klitat, z nichz
typickym pfedstavitelem tzv. tvrdych klist'at (URL 6). Dnes jsou patrné dva obecné typy klist’at:
klistata argasidova neboli mékka a klistata ixodidova neboli tvrdd. Kazda linie vykazuje
odli$né vzorce hostitelské koevoluce a preference (Cupp, 1991). T¢€lo klistéte splynulo v jeden
celek. Typickym morfologickym znakem je $tit v dorzalni ¢asti téla. Hlavova cast je tvofena
bazalni a apikdlni Casti, kterd se sklada z hypostomu, pedipalp a chelicer. Hypostom je na
ventralni ¢asti opatfen zpétné ohnutymi hacky. Slinné zlazy jsou umistény mezi hypostomem a
chelicerami. Sliny obsahuji ¢etné bio aktivni sloZky, které umoznuji sani krve. Patfi mezi né
antikoagulanty, anesteticky plisobici substance a dalsi (URL 7). Jako takové jsou rozhodujici
pro biologicky uspéch klistat jak behem delsiho obdobi mimo hostitele, tak i béhem obdobi
krmeni na hostiteli. Slinné zlazy jsou mistem vyvoje patogenu a sliny cestou pienosu (Obr. 4).

Multifunkénich slinné Zlazy jsou dtlezité pro pieziti klistat a schopnost piendSet vektory
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(Bowman a Sauer, 2004). Pro klistata jsou dilezit¢ smyslové organy, které¢ slouzi pro
vyhledavani hostitelii. Tyto orgdny reaguji na termicky, chemicky nebo i fyzikalni stimul

(vibrace) (URL 7).

1: Kondetiny s drapky 2: Ritni otvor 3- §tit 4: Pohlavni otvor 5: Lopatky

Obrazek 4: Samec klistete Ixodes ricinus zespoda i shora (URL 20).

2.3.2 Zivotni cyklus kli§téte

Klistata maji pomérné slozity a dlouhy vyvojovy cyklus, ktery zahrnuje vajicka a tii krev sajici
stadia: larvy, nymfy a dospélce. Na pocatku vyvojového cyklu jsou dospéla klistata (Obr. 5 C,
D). U klistéte obecného saje pouze samice, a to vétsinou na velkych obratlovcich, jako je napf.
vysokd nebo cerna zvEf. Samec kliStéte krev nesaje a jeho jedinym poslanim je oplodnit samici,
poté hyne. K oplozeni samice dochdzi nejcastéji pfimo na hostiteli béhem sani, ale miize
k nému dojit i mimo hostitele. Oplozeni je naprosto klicové pro uspésné dosati klistéte,
neoplozena samice neni schopna sani dokoncit. Dospéla samice klistéte saje 7-10 dni a béhem
této doby ze svého hostitele ziskad az 1 ml krve a zvétsi objem svého téla ptiblizné stokrat. Po
dosati samice z hostitele odpadne, travi krev a ziskané ziviny vyuziva k produkeci vajicek (URL

6).

Klistata jsou velmi potentni, jedna samice naklade 2-3000 vaji¢ek. Samice po vykladeni hyne
a pfibliZzné po mésici se z vajicek zacinaji lihnout drobné larvy. Larva je jediné stadium klistéte,
které nemé osm nohou, ale ma jich jen Sest (Obr. 5A). Aby se larva mohla dostat do dalSiho
stadia, musi se nasat krve. Larva vétSinou saje na drobnych obratlovcich, jako jsou nejriizné;si
hlodavci nebo ptaci. Klistéci larva saje 2-3 dny, poté z hostitele odpadne a ptiblizné po mésici

se preméni na nymfu. Nymfa jiz ma 8 nohou (Obr. 58) a opét se musi nasat. Spektrum hostitelil
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je podobné, jako u larvy. Sani trva 3-5 dni, poté se nasatd nymfa pfeméiuje na dosp€lce, a tim
se cely zivotni cyklus uzavira. V ptirod€ trva zivotni cyklus klistéte ptiblizné 2 roky a béhem
této doby se klisté musi tfikrat nasat na tfech riznych hostitelich. Prave stfidani hostitelti a
dlouhy zivotni cyklus mlze za to, ze je klisté vhodnym pienasecCem rtiznych patogenti (URL 6)
(Obr. 6).

Obrazek 6: Vyvojova stadia klistéte obecného (Ixodes ricinus). (A) larva, (B) nymfa, (C) dospély samec, (D)
dospéla samice. (URL 21)

dospéla samice

dospély samec

nymfa

larva

Obrdazek 5: Vyvojova stadia klistéte a srovnani jejich velikosti s velikosti lidského nehtu. (URL 22)
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2.3.3 Klisté — vyznamny prenaSec¢ infekci

Klistata jsou v soucasné¢ dob¢ povazovana za prenasece puvodcii lidskych infekénich chorob
na svét¢ na druhém misté¢ po komdarech (Parola a Raoult, 2001). Celosvetoveé prenasi az 80
riznych nemoci, u nas jsou to predevS§im pavodci Lymeské boreliozy a klistové
encefalitidy (URL 6). Vyznamny nartst vyskytu klistové encefalitidy za posledni 1-2 desetileti
vyvolal zna¢ny zdjem o vetejné zdravi a védecky zdjem. Jde o nejvyznamnéjs$i onemocnéni lidi
prenasené vektory v Evrop¢, pro které vynikajici data umoziuji robustni kvantitativni analyzy

(Randolph, 2008).

Ostatni onemocnéni, jako je babezidza, anaplazméza a dalsi jsou u nas vzacna (URL 6).
Rezervoarovymi zvifaty mohou byt, jak drobni zemni savci, tak vétsi savci i ptaci. Pokud se
klisté ptisaje na ¢loveka, konci jeho Zivotni cyklus, nebot’ Clovek je slepym clankem fetézu.
Duleziti pro pfenos infekce jsou nejen dospélci, ale téz larvy a nymfy, jez jsou rovnéz schopny
prenaset infekci. Vzhledem k jejich velikosti jsou velmi €asto na kazi ¢loveéka prehlédnuty.

Pfitom doba pftisati hraje u n€kterych infekci, napt. lymeské borrelidzy, velkou tlohu (URL 7).

Klisté obecné bylo zaznamenano v termo-mezofilnich lesich a kfovinatych stanovistich, kde
relativni vlhkost umoznuje klistéti dokoncit sviyj tilety vyvojovy cyklus, jak se predpoklada
pro evropské klimatické oblasti. Toto klisté plisobi jako pfenasec i rezervoar pro fadu divokych
zoonotickych patogentli, zejména plivodcii lymské borelidzy, klisStové encefalitidy a lidské
granulocytarni ehrlichidzy, které se objevuji nejenom v Itélii, kde probihal vyzkum, ale 1 ve

vetsing Evropy (Rizzoli et al., 2004).

Klistata jsou hematofagni ektoparazité, ktefi jsou uznavani pro svou schopnost pfenaset Sirokou
Skalu patogenti virové, bakteridlni, protozodlni a helmintické povahy do hostitelli z obratlovci.
Mezi riznymi nemocemi prenasenymi klist'aty, nazyvanymi také ,,nemoci pfenaSené klistaty
(TBD), je mnoho zoonotickych (Chisu et al., 2023). Zoonoticke infekce pfendsené klistaty patii
k nejrozsifenj$Sim chorobam piendSenym vektory. Tato velka skupina infekci je zplsobena
riznymi mikroorganismy, jako je Babesia spp., Borrelia spp., Rickettsia spp., Ehrlichia spp.,

Francisella tularensis, Coxiella burnetii (Sambri et al., 2004).

Klistata rodt Amblyomma, Dermacentor, Hyalomma, Ixodes a Rhipicephalus  pienaseji
bakterie rodu Anaplasma, které se mnozi intracelularné v krevnich buiikéch savet (Chisu et al.,

2023).
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3. Metodika

3.1 Sbér klist’at

3.1.1 Zoo Ostrava

Klistata se nejvice vyskytuji v parcich a zahradéach, také u vodnich tokt a rybnikt, v listnatych
a smiSenych lesich. Cilem prace byl sbér klistat v aredlu Zoologické zahrady Ostrava, kde je
velka zalesnéna plocha, ¢imz je vytvotreno vhodné prostiedi pro zivot klist'at. Tato Zoologicka
zahrada se nachdzi v Ostravé, nejvétSim mést¢ Moravskoslezského kraje. Je 2. nejveétsi
zoologicka zahrada v Ceské republice, velka zhruba 100 ha, chovajici pies 435 druhi zvifat.
Soucasti zoo je také botanicky park, ve kterém se nachazi velké mnozstvi vzacnych rostlin
véetné nejvétsi kolekce rododendronti a azalek v Ceské republice a na Slovensku (URL 13).
Tato zoologicka zahrada podporuje rizné vyzkumy a projekty. Jednim z nich je i tento projekt,
ktery byl zahajen v roce 2023. Projekt se zabyva odchycenim klist'at ve tfech zoologickych
zahradach v Ceské republice a naslednym zjistovanim pozitivity na Anaplasma, Borrelia,

Coxiella a Rickettsia.

3.1.2 Sbér klist’at v terénu

Sbéry klistat probihaly na 5 lokalitdch v mésicich od bfezna do listopadu (minimalné jednou

za mésic), protoze v CR jsou klist'ata nejaktivnéjsi v obdobi kvéten/Cerven a srpen/zafi.

Lokality v zoo Ostrava, ve kterych byly provadény sbéry klist’at (Obr. 7):

—_—

. usek za voliérou orla skalnich — listnaty les s hustymi porosty plazivych rostlin a s fickou

2. usek za rybniky a ostrovy lemurt — listnaty les a louka, pobliZ tlin¢

3. okruh kolem thiky — listnaty les srozsahlou tlini, na stran¢ s voliérami husty porost

plazivych rostlin a na strané za pavilonem Papua krat$i travnaty porost

4. usek naproti vybéhtim jelenii — listnaty les a louka s vysazenymi stromky, vysoky travni

porost

5. wvceli stezka — listnaty les bez pfitomnosti vodniho zdroje
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Obrazek 7: Mapa Zoo Ostrava (URL 23)

Ke sbéru klist’at byla potieba vlajka (bilé prostéradlo cca 1x1 m ptipevnéné provazky k dievéné
tycce), rukavice, pinzeta, zkumavky s alkoholem — 96% etanol, ktery se pfipravil v laboratofi a

fix pro popis zkumavek.
Popis sbéru klist’at smykanim:

1. Vlajkou bylo smykano na vybranych mistech po vegetaci nékolik metrti ( ).

2. Poté byla vlajku obracena a byla posbirana klistata pinzetou. Klistata byla nasledné
umisténa do zkumavek s alkoholem, ktery byly uz ptedem popsané.

3. Podle toho, co bylo pfipravené na poznamky (sesit s tuzkou nebo telefon), bylo zapsano
¢islo zkumavky a dal$i informace jako pocet kliSt'at a pocasi v den sbéru.

4. Po ukonceni sbéru byla vlajku umisténa do igelitového sacku.

5. Popsané zkumavky se vzorky v etanolu byly umistény v laboratoti do lednice.
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Obrdzek 8: Viajkovani (Viastni obrazek)

3.2 Izolace DNA (alkalicka hydrolyza)

Pted samotnou izolaci DNA byla klist'ata rozd¢lena dle pohlavi a vyvojového stadia (samci,

samice a nymfy).

DNA pro tuto praci byla izolovana ze vzorka dospélych klist'at (kazdy dospélec samci i samice
zvlast’). Izolace DNA byla provadéna pomoci alkalické hydrolyzy a mechanického drceni

klist'at (zatavenou Spickou/skalpelem).
Chemikalie a pomucky na alkalickou hydrolyzu:

=  Amoniak — vodny roztok p. a. 25%
= H>O pro injectione

= Eppendorf zkumavka 1,5 ml

= Zatavena Spicka/skalpel

= Pinzeta

= Respirator (pouzity pfi praci s amoniakem)

Jako prvni byla klitata poloZena na filtracni papir/ubrouskovy papir a osusena. Byl pfipraven
roztok 1,25% NH4OH (1 ml 24% amoniak + 19 ml aqua pro injectione) do plastového kelimku
s vickem uchovan v lednici. Nasledné byl do Eppendorf zkumavky napipetovan 1,25% roztok
NH4OH (na dospélce to bylo 500 ul). Osusené klisté (dospélec) bylo umisténo do popsané

Eppendorf zkumavky s NH4OH roztokem a mechanicky rozdrceno zatavenou Spickou (nad
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plamenem zatavené 1000 pl Spicky bez filtru od pipety tak, Ze tam nebyla dutina) nebo bylo
klisté¢ pred vlozenim roziiznuto skalpelem a pinzetou vlozeno do Eppendorf zkumavky
s NH4OH roztokem. Popsané a uzaviené Eppendorf zkumavky byly umistény do termobloku
na 30 min pii 100 °C (Obr. 9). Vzorky mirné vychladly a nasledné byly vloZeny do centrifugy
na 1 min pfi 3000 otd€kach za min. Poté byly oteviené zkumavky pfemistény zpatky do
termobloku, kde byly do doby, nez byl objem zredukovan na polovinu (zhruba 15-20 min).
Izolovand DNA byla ptepipetovana do nové popsané Eppendorf zkumavky bez klistéte a
uchovana pfi teploté -20 °C. Pivodni zkumavka s klistétem byla uzaviend a vhozena do nadoby

Nebezpecny odpad.

Obrazek 9: Termoblok s Eppendorf zkumavkami (Viastni fotografie)

3.3 PCR

PCR je metoda, ktera byla pouzita po izolaci DNA.
Reagencie:

=  Master Mix

= H,0 (PCR voda)

= Primery (firma Generi Biotech, Hradec Kralové, CR)

= Negativni kontrola (NK) — PCR voda

= Pozitivni kontrola (PK)
- Anaplasma phagocytophilum (izolované z klistéte, CR)
- Rickettsia spp. (izolované z klistste klisté, CR)
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Redéni primert probihalo v PCR boxu: k originalnim primerim (prasek) byla pf¥idana PCR
voda (mnozstvi je napsdno na zkumavce, pro kazdy primer je jiné), ¢imz vznikly tzv. zdsobni
primery, nasledné se primery fedily, podle koncentrace, kterd byla potieba, ¢imz vznikly

nafedéné primery, které se pouzivaji pro vlastni PCR.

Pted vlastnim michanim PCR smési bylo potieba si pfipravit potiebné veci: naiedéné primery,
Master Mix, PCR vodu, vzorky DNA a pozitivni kontroly (vSe bylo vyndano z mrazéku jesté
pted pouzitim). Pied pouzitim PCR boxu byly pfipravené oteviené krabicky se Spickami, které
byly potieba, stojanek s prazdnymi Eppendorfkami, stojanek na stripy, PCR stripy a fix.
Nasledné byl PCR box se v§emi nachystanymi vécmi zavien a vysvicen na 20 min (Obr. 10).
Pti praci v PCR boxu byly dodrzovany urcité zasady: bylo nutné pracovat v rukavicich, z boxu

nic pribézné nevyndavat, zkumavky neotevirat mimo box a ménit Spicky.

Kdyz byl PCR box po 20 min vysviceny, mohl se zacit pouzivat. Do Eppendorf zkumavky byla
ptipravend PCR smés, kterd obsahovala Master Mix, nafedéné primery a PCR vodu v mnozZstvi
vypocitaném dle poc¢tu vzorka (vSe bylo ptidano podle tabulky zkoumaného patogenu Tab. 2/4).
Vsechny pfidané slozky smési byly vynasobeny poétem vzorkii. Poté byly ptfipraveny PCR
zkumavky (PCR stripy), do kterych bylo po oznaceni napipetovano X pl PCR smési a X pl
izolované DNA (kazdy vzorek jinou Spickou podle zkoumaného patogenu). Byla pfipravena
negativni kontrola (X pl PCR smési a X pl PCR vody) a pozitivni kontrola (X pul PCR smési a
X ul pozitivniho vzorku). Obsah PCR zkumavky byl zvortexovan, PCR zkumavky byly
umistény do termocykleru a nasledné byl spustén PCR program (podle zkoumaného patogenu

Tab. 3/5).
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Obrazek 10: PCR box (Vlastni fotografie)

Tabulka 1: Seznam pouZitych primerii.

Obrazek 11: PCR stripy s PCR smési (Viastni fotografie)

Druh Cilovy gen | Sekvence

Citace

Anaplasma phagocytophilum | groEL

FW: ATG GTATGC AGT TTG ATC GC
RW: TCT ACT CTGTCT TTG CGT TC

Alberti et al., 2005

Rickettsia spp. gltA

FW: GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT
RW: GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT

Labruna et al., 2004

Rickettsia spp.

Tabulka 2: Mnozstvi sloZek v reakcni smési pro PCR k detekci Rickettsia spp.

Slozky smési

Mnozstvi (ul)

Master mix

PCR H,0O

Primer Rickettsia 1

Primer Rickettsia 2

Vzorek izolované DNA/PK/NK

12,5
7,5
1,25
1,25
2,5

Celkem

25

PK — pozitivni kontrola
NK — negativni kontrola
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Tabulka 3: PCR program pro detekci Rickettsia spp.

Faze Opakovani Cas Teplota (°C)
Denaturace (pocate¢ni) 1x 5 min 95
Denaturace 20s 95
Nasedani primert 40x 30s 57
Prodluzovani fetézce 1 min 72
Prodlouzena fetézce 1x 5 min 72

Anaplasma phagocytophilum

Tabulka 4: Mnozstvi slozek v reakcni smesi pro PCR k detekci A. phagocytophilum.

Slozky smési MnoZstvi (ul)
Master mix 12,5
PCR H,0 9,5
Primer groEL 569 1
Primer groEL 1193 1
Vzorek izolované DNA/PK/NK 1
Celkem 25

Tabulka 5: Program pro nested PCR k detekci A. phagocytophilum.

Faze Opakovani Cas Teplota (°C)
Denaturace (pocateéni) 1x 1 min 94
Denaturace 15s 94
Nasedani primerQ 35x 15s 53
Extenze DNA 30s 72
Zavéreéna extenze 1x 7 min 72

3.4 Gelova elektroforéza

Pti ptipravé agarozového gelu bylo do bariky typu Erlen odvaZzeno 2 g agardzy, nasledné bylo
ve sklenéném valci odméteno 80ml TBE pufru, které bylo pfiddno do banky a krouzivym
pohybem promichéano. Baiika byla zahtivana v mikrovlnné troubé po dobu 4-5 min, poté byla

banka vyjmuta a chladila se pod tekouci vodou na 60 °C (n€kolik sec udrzet ptilozenou kadinku
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na hibetu ruky). Nasledné bylo do banky ptidano 80 pl Midori green a krouzivym pohybem
promichan. Ptipraveny gel byl pfelit do nalévaci vany s pfipravenym hiebinkem, ptfipadné
bubliny byly odstranény Spickou a nakonec byl gel prikryt alobalem a nechén ztuhnout (cca 30
min). Po ztuhnuti gelu byl vyjmut hiebinek, povolena vana, vyndan gel a pfesunut do elektrické
vany s TBE pufrem tak, ze byl cely ponofeny. Do jamek v gelu byly napipetovany vzorky (po
10 pl), nasledné NK a PK (po 10 pul) a do posledni jamky velikostni marker 100 bp (po 5 ul).
Po pipetovani byl gel pfiklopen, byla zapojena elektroforetickd vana do zdroje a pustén
elektricky proud (120 V) (Obr. 12). Elektroforéza trvala 25-40 min podle velikosti gelu (bylo
nutné sledovat produkty gelu, jakmile se blizily na konec, ¢i k druhé fadé jamek, bylo potieba
proces ukoncit). Po ukonceni byl gel pfemistén na UV transluminator, kde bylo potizeno par
snimk, které byly uloZzeny a nakonec byly odeéteny vysledky. U gelové elektroforézy, bylo
také nutné dodrzovat urcité zasady: pted ptipravou agarozového gelu bylo také nutné pracovat
v nitrilovych rukavicich. Velikost produktii pro Rickettsia spp. bylo 401 bp a pro Anaplasma
phagocytophilum to bylo 625 bp.

Obrazek 12: Elektroforéza (Viastni obrazek)

3.5. Statistické zhodnoceni vysledku

Statistické vyhodnoceni vysledkli probihalo pomoci programu Unistat 6.5 metodou
kontingen¢ni tabulky formatu kxm a 2x2. U formatu kxm byla vysledkem hodnota Pearson,

zatimco u formétu 2x2 byla vysledkem hodnota Yatesovy korekce.
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Jestlize byla hodnota ,,p*‘ niz8i nez 0,05, jednalo se o statisticky vyznamny rozdil a byla ptijata
alternativni hypotéza, tj. ndmi sledovany faktor (lokalita, ro¢ni obdobi, pohlavi klist'’at) ma vliv
na pozitivitu klistat. V piipad€, ze bylo hodnota ,,p* vyssi nez 0,05, jednalo se o statisticky

nevyznamny rozdil a byla pfijata nulova hypotéza.
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4. Vysledky

4.1. Mnozstvi klist’at dle obdobi a lokalit

V obdobi od biezna do fijna roku 2024 bylo v zoologické zahrad¢é Ostrava nasbirano celkem
598 klistat, z toho bylo 130 dospélcii (67 samic a 63 samct) a 468 nymf (Tab. 6). K detekci
Rickettsia spp. a A. phacocytophylum pomoci PCR byly v ramci této prace pouzity pouze
vzorky dospélct tj. 130 vzork.

Celkem bylo v Zoo Ostrava za dobu 8 mésict vlajkovanim sesbirdno 130 dospélcu (Tab. 7).
Nejvice dospélct (49) bylo posbirano v mésici cerven a nejvice dospélcti (29) bylo na lokalité

¢islo 3, tj. v okruhu kolem taiiky (Obr. 13).
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Obrazek 13: Mapa zoo, s vyznacenymi lokalitami pro sbér klistat (Sipka ukazuje na lokalitu s nejvétsim nalezem
klistat).

usek za voliérou orli skalnich
usek za rybniky a ostrovy lemuri
okruh kolem tinky

usek naproti vybehiim jelenti
véeli stezka

Nk W=
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Tabulka 6: Rozdéleni klistat (dospélcii a nymf dohromady) dle mésicii a lokalit.

Mésic Lokalita Celkem

1 2 3 4 5

Bfezen 6 3 10 11 8 38

Duben 8 29 27 8 41 113

Kvéten 2 4 6 11 24

Cerven 16 15 7 13 15 66

Cervenec 2 11 3 0 4 20

Srpen 2 0

741 1 0 1 0

Rijen 2 2 4 8 17

Celkem 39 65 56 38 88 286

Tabulka 7: Rozdéleni dospélcii dle mésicu a lokalit.

Meésic Lokalita Celkem
1 2 3 4 5
Bfezen 0 2 7 6 1 16
Duben 6 8 7 3 5 29
Kvéten 2 3 6 1 7 19
Cerven 13 10 6 11 9 49
Cervenec 1 3 1 0 1 6
Srpen 0 0 0 0 0 0
Zafi 1 0 1 0 3
Rijen 2 0 1 2 3 8
Celkem 25 26 29 24 26 130

Lokalita 1: usek za voliérou orlt skalnich
Lokalita 2: usek za rybniky a ostrovy lemurt
Lokalita 3: okruh kolem tanky

Lokalita 4: v¢eli stezka

Lokalita 5: usek naproti vyb&hiim jelenti

4.2. Rickettsia spp.

Rickettsia spp. byla zjisténa u 33 vzorkt klistat (25,4 %), z toho bylo 16 samic (12,3 %) a 17
samct (13,1 %) (Obr. 14). Nejvyssi pozitivita byla zaznamenana v lokalité 5 (asek naproti
vybeéht jelent), kde bylo pozitivnich 9 vzorkt (6,9 %). V rdmci mési¢niho obdobi bylo nejvice

pozitivnich vzorkli zaznamenano v mésici Cerven, tedy 12 pozitivnich vzorki (9,2 %) (Tab. 8).
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Tabulka 8: Rozdéleni pozitivnich vzorkii na Rickettsia spp. dle mésici a lokalit.

Mésic Lokalita Celkem Prevalence
1 2 3 4 5
Biezen _ _ 2 1 _ 3 2,3%
Duben _ _ 2 _ 1 3 2,3%
Kvéten 2 2 1 1 5 11 8,5 %
Cerven 3 2 2 3 2 12 9,2 %
Cervenec 1 1 _ _ _ 1,5%
Srpen _ _ _ _ _ 0 0%
741 1 _ _ _ _ 1 0,8 %
Rijen _ _ _ _ 1 1 0,8 %
Celkem 7 5 7 5 9 33 _
Prevalence 5,4 % 3,85 % 5,4 % 3,85 % 6,9 % _ 25,4 %

4.2.1 Statistické vyhodnoceni vysledki u Rickettsia spp.

Tabulka 9: Statistické vyhodnoceni viivu lokalit sbéru.

Lokalita 1 | Lokalita 2 | Lokalita 3 | Lokalita 4 | Lokalita 5
Negativni 18 21 22 19 17
Pozitivni 7 5 7 5 9

Hodnota Pearson: p = 0,7236, statisticky nevyznamny rozdil. Lokalita v zoologické zahradé

Ostrava nema vliv na pozitivitu kliStat bakterii Rickettsia spp.

Tabulka 10: Statistické vyhodnoceni viivu rocniho obdobi.

Jaro Léto Podzim
Negativni 47 41 9
Pozitivni 17 14 2

Hodnota Pearson: p = 0,8402, statisticky nevyznamny rozdil. Nebyl prokazan vliv ro€niho

obdobi na pozitivitu klist'at bakterii Rickettsia spp.

Tabulka 11: Statistické vyhodnoceni vlivu pohlavi klistat.

Samice Samci
Negativni 51 46
Pozitivni 16 17
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Hodnota Pearson: p = 0,8378, statisticky nevyznamny rozdil. Pohlavi klist'at nelze povazovat

za faktor ovliviujici infekci Rickettsia spp.

Obradzek 14: Fotografie gelu po gelové elektroforéze pro detekci Rickettsia spp. u klistat (Vlastni fotografie)

Pozitivni vzorky (1, 2,4, 5,9, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 26, 31, 32, 35, 41, 45, 46....18 vzorkll), negativni vzorky (3,
6,7,8,10,11, 17,19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 27, 28, 29, 30, 33, 34, 36, 37, 38, 39, 40, 42, 43, 44, .....28 vzorku),
PK — pozitivni kontrola (401bp), NK — negativni kontrola, L —100bp velikostni marker.

4.3. Anaplasma phagocytophylum

Bakterie A. phagocytophylum byla zjisténa u 2 vzorkll (oba samci). Prevalence byla
zaznamenand v 1. a 5. lokalité (1 - Gsek za voliérou orld skalnich, 5 - tsek naproti vybéhu

jelentl). Smisend infekce (soucasny prukaz obou patogenti) byla zjisténa u 2 samc.
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V ramci mésict byly pozitivni vzorky zjistény v dubnu a ¢ervnu (Tab. 12).

Tabulka 12: Rozdeleni vzorki pozitivnich na Anaplasma phagocytophylum dle mésict a lokalit.

Mésic Lokalita Celkem Prevalence
1 2 3 4 5
Bfezen _ _ _ _ _ 0 0%
Duben _ _ _ _ 1 1 0,75%
Kvéten _ _ _ _ _ 0 0%
Cerven 1 _ _ _ _ 1 0,75%
Cervenec _ _ _ _ _ 0 0%
Srpen _ _ _ _ _ 0 0%
Zafi _ _ _ _ _ 0 0%
Rijen _ _ _ _ _ 0 0%
Celkem 1 0 0 0 1 2 _
Prevalence 0,75% 0% 0% 0% 0,75% _ 1,50%

U bakterie 4. phagocytohpilum se statistika nedélala, jelikoz byly pouze 2 pozitivni vzorky.
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5. Diskuze

Zoologicka zahrada Ostrava je mistem mnoha tvori, mezi které nepochybné patii i1 klist¢ rodu
L ricinus, na které jsem se ve svém vyzkumu zaméiila. V zoologické zahrad¢ byla potvrzena
jak pfitomnost klistat, tak se podafilo prokazat i pfitomnost bakterii 4. phagocytophylum a
Rickettsia spp. Jako vektor témto bakteriim slouzi pravé klisté obecné, které se na izemi Ceské

republiky hojné vyskytuje.

Ve vyzkumu, jsem se tedy zamé&fila na dva patogeny 4. phagocytophylum a Rickettsia spp. Je
patrné, Ze poéty piipadil nakazy témito bakteriemi ve svété a v Ceské republice neustéle rostou.
Mezi divody mize byt globalizace a oteplovani klimatu a také neustalé pokroky v detek¢nich
metodach (Zalesakova, 2022). Na zakladé mych vysledki se ukazalo, ze bakterie Rickettsia
spp. se V Zoologické zahradé¢ Ostrava vyskytuje mnohem pocetn&ji nez bakterie
A. phagocytophylum. Divodem vyssiho vyskytu bakterie Rickettsia spp., miize byt napf. to, ze
tyto bakterie jsou velice bézné. Klist'ata, jako jedni z hlavnich hostitelti rickettsii, se mohou
témito bakteriemi nakazit nejcastéji prostfednictvim nékterého se svych hostitelti, kterymi
byvaji zpravidla mysi, veverky, ¢i riznd domaci zvifata (Tomcova, 2016). Celkové bylo na
bakterii Rickettsia spp. pozitivnich 33 vzorki (25,4 %) a na bakterii A. phagocytophylum byly
pozitivni 2 vzorky (1,5 %).

Nejvétsi pocet klistat je v obdobi na jate. Casto se, ale klistata hojné vyskytuji i mezi 1étem a
podzimem. Podobné vysledky jako v nasi praci, byly zjistény i v jinych studiich. Zakovska et
al. (2022) uvadi, zZe sezona klist'at vrcholi v obdobi od kvétna do Cervna. Ptfi méfeni teploty
vzduchu a vlhkosti zjistili, Ze optimalni podminky pro kliSt'ata jsou teplota kolem 17 az 18 °C
a vlhkost mezi 60 az 70 %. Podle Zakovské (2022) bylo nejvice infikovanych klistat zjisténo
v kvétnu. V nasi studii bylo v zafi nasbirdn nizky pocet klist'at, coz mohlo byt zplisobeno

velkymi povodnémi, které trvaly n€kolik dni v kuse a ustaly den pfed sbérem klist’at.

Lokalita s nejvétsim poctem nasbiranych klistat byla vceli stezka neboli lokalita 5. Diivodem
muze byt napt. to, Ze se klistata ¢asto vyskytuji na vlhkych travnatych plochach, které se na
této stezce hojné vyskytuji. Naopak lokalita ¢islo 4 je nejsussi, a 1 to mize byt jeden z faktord,
pro¢ bylo na této lokalité nasbirdno nejméné klist’at. Jako ditkaz ndm miize poslouzit i to, ze na

lokalitach u Brnénské piehrady se pocet klist’at a jejich aktivita stale rovnd nejvysSim poctim
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nasbiranych klistat v sezon¢, protoze zde vlhkost hraje velkou roli a misto je pro klistata

atraktivni (Zakovska, 2018).

vvvvvv

pozitivita klist’at na Rickettsia spp. je mnohem vyssi oproti A. phagocytophylum. Rickettsia spp.
16,5 % (Plesko, 2024) versus v této praci 25,4 %, A. phagocytophylum 2,3 % (Plechackova,
2024) versus v této praci 1,5 %. VySsi pozitivita u Rickettsia spp. byla zaznamenana také
vnémeckém mést¢ Hannover 26,2 % (551/2100), naopak nizkd pozitivita na
A. phagocytophylum 4,5 % (94/2100) (Tappe et al., 2016). I dal$i vyzkum na severu Némecka
potvrdil, Ze se Rickettsia spp. (29,6 %, 931/3150) vyskytuje mnohem castéji nez
A. phagocytophylum (6,4 %, 202/3150) (Knoll et al., 2021).

Jelikoz Zoologicka zahrada je misto s vysokou néavstévnosti, a to hlavné v dobé velkého
vyskytu klistat, ohroZeni mohou byt lidé, ale 1 mnoho druhti zvitat, které se v Zoo vyskytuji. Je
tedy nutné, aby navstévnici dbali na prevenci pred klist’aty, ¢imz mize byt napt. repelent, ktery
slouzi jako odpuzeni klist'at. Dulezité je také dikladné prohlédnuti sebe i psa a popt. bezpecné
odstranéni klistéte. Dal§i mozni vétSi ochrany, alespont v rizikovém obdobi je vyhybat se

travnatym oblastem u vodnich tokl a okraju lesa, které klistatim vyhovuji nejvice.

V monitoringu 4. phagocytophilum a Rickettsia spp. u klistat v zoologickych zahradach by
bylo vhodné pokracovat i v dalSich letech, protoze se prevalence bakterie mize ménit v

zavislosti na riznych obdobich a dal$ich faktorech.
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6. Zaver

Cilem mé prace byl sbér klist'at v Zoologické zahrad¢ Ostrava a nasledné detekce DNA bakterii
Rickettsia spp. a Anaplasma phagocytophilum u téchto klistat pomoci PCR a zjisténi aktualni

situace vyskytu klist'at v této Zoo.

Jelikoz jsou zoologické zahrady vhodnym mistem pro vyskyt klist’at i pfenos patogenti klist’aty,
predpokladaly se pozitivni vysledky u obou bakterii. Pozitivita u bakterie Rickettsia spp. byla
mnohem vyss§i (25,4 %) oproti A. phagocytophilum (1,5 %).

Monitoring téchto bakterii je velmi dulezity i do budoucnosti a je potieba s nim i nadale
pokracovat, nebot’” mize pfinést mnoho novych, dulezitych dat, které mohou pomoci pfi

zkoumani zavaznych onemocnéni, které jsou témito patogeny zpusobovany.

Zavérem lze konstatovat, ze nejlepsi zplsob prevence proti rickettsiovou a anaplazmovou
infekci je predevsim ochrana pted vektory neboli klistaty, proti kterym uz dnes mame fadu

moznosti vétsi ochrany (napf. repelent).
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