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Anotace

Tato prace se zabyva nové objevenou intracelularni bakterii Neoehrlichia mikurensis
z rodiny Anaplasmataceae. Bakterie byla objevena jiz v roce 1999, ovSem az od roku 2010 je
znamo, ze muze vyvolat onemocnéni neoehrlichiozu, typické horeckou a tromboembolickymi
piihodami ohrozujici predevsim imunokompromitované jedince. V poslednich dvou letech
byla jeji pfitomnost prokazana na témét celém tizemi Ceské republiky a predev§im v Evropé
je predmétem intenzivniho vyzkumu. V teoretické Casti této prace jsou stru¢né priblizena
klist'ata s dirazem na klist¢ obecné (Ixodes ricinus) a studovana bakterie. V ramci praktické
Casti byla nasbirand klistata na dvou brnénskych lokalitach. Byla z nich vyizolovana DNA a
na téchto vzorcich byla provedena polymerazova fetézova reakce (PCR) analyza s naslednou
elektroforézou. Po prokdzani ptitomnosti bakterie na téchto lokalitich byla prozkouména
stejnou metodou distribuce bakterie v jednotlivych organech nasatych samic I. ricinus
pochazejicich z téchto lokalit, coz také bylo cilem pfedlozené prace. N. mikurensis byla
poprvé detekovana ve slinnych zlazadch a ovariich infikovanych klistat. Tato prace byla
vypracovana za finan¢ni podpory JMK.

Klicova slova
Neoehrlichia mikurensis; Ixodes ricinus; klisté obecné; slinné zlazy; ovaria
Annotation

This thesis deals with a novel intracelular tick-borne pathogen Neoehrlichia mikurensis
(Anaplasmataceae). Despite this bacterium was discovered in 1999, it is only known to be the
causative agent of neoehrlichiosis from 2010. Fever and vascular events are typical for this
disease threatening mainly immunocompromised individuals. During the last two years, it has
been shown that N. mikurensis is widespread in ticks in the Czech Republic and is of a major
research interest especially in Europe. In this thesis, ticks and the bacterium are briefly
introduced. In the practical part of the thesis, ticks were collected in two distinct areas in
Brno. Next, PCR and electrophoresis were employed in order to identify wherether there are
infected ticks in these localities. After the confirmation of the N. mikurensis presence, ograns
harvested previously from engorged famales originating from these areas were screened for
the bacterium. By doing so, the aim of this thesis was fulfilled. For the first time, N.
mikurensis was detected in ovaries and salivary glands of engorged infected females. This
work was financially supported by JIMK.
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1 UvoDb

V dnesni dobg lidstvo trapi mnoho zdravotnich problémil, které maji riizné pficiny. Cast
onemocnéni vyvolavaji bakterie a viry prenaSené klistaty. Tyto nemoci se stavaji stale
roz§iten¢j$imi, a nékteré z nich jsou velmi nebezpecné. Také proto jsem si pro svoji praci
vybrala téma ,,Bakterie Neoehrlichia mikurensis v téle klistéte.“ Mym cilem je stat se
veterinarkou, a protoze nejen lidé chovajici zvitfata Casto chodi do pfirody, bylo by dobré
veédét o puvodcich téchto nemoci vice. Z tohoto diitvodu mne toto téma zaujalo a rozhodla
jsem se podilet se na vyzkumu.

Klistata jsou rozto€i sajici krev, ziji paraziticky na svych hostitelich a mohou pienaset
bakterie a viry zpisobujici onemocnéni jako je napiiklad lymska boreliéza, klistova
encefalitida nebo nové objevena neoehrlichioza. Jejim pivodcem je bakterie Neoehrlichia
mikurensis napadajici Zivo¢isné buiiky a vyskytujici se na vétsing tuzemi Evropy. Utodi
predevsim na jedince s oslabenou imunitou, ve kterych je schopna tuto nemoc vyvolat.
Onemocnéni mé méné i vice zdvazné projevy, v nejhorSich ptipadech miize dojit az k cévnim
a tromboembolickym piithodam.

Cilem prace bylo zjistit, kde se N. mikurensis nachazi v télech infikovanych klistat.
Provéfovanymi orgdny byla stieva, Malpigické trubice, ovaria a slinné zlazy.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Klist’ata

2.1.1 Systematické zarazeni

Klist'ata jsou parazité sajici krev patfici do podiadu klistatovci (Ixodida). Klist'ata patii do
kmene ¢lenovei (Arthropoda), podkmene klepitkatci (Chelicerata), tifidy pavoukovci
(Arachnida), do fadu rozto¢i (Acari) a celedi klistatoviti (Ixodidae). Pod podidadem
klistatovci (Ixodida) rozlisujeme tii ¢eledi. Celed’ klitatoviti (Ixodidae), ¢eled” klistakoviti
(Argasidae) a celed” Nuttalliellidae, ktera ma dosud objeveného pouze jednoho zastupce
rodd s celkové 720 druhy. Jednim znich je vSem znamé klist¢ obecné (Ixodes ricinus).
Druhou skupinou je ¢eled’ klist'akoviti (Argasidae) zahrnujici pét rodu s celkem 186 druhy.

2.1.2 Charakteristika a vyskyt

Klistata ziji parazitickym zpisobem zivota na svych hostitelich. Jejich krev je potfebna
k pfeménam Zzivotnich stadii a je pro né jedinou potravou. Tvrda klist'ata maji nepfimy vyvoj
a jejich zivotni cyklus zahrnuje Ctyfi stadia: vajicka, larvu, nymfu a dospélce. Krev je
potravou jak pro dospé€la klistata I. ricinus, tak pro nymfy a larvy, vSechna tato stadia se
ptisavaji na télo, ale z dospélcii tohoto druhu pouze samice.

Télo klist'at se sklada ze dvou casti: kapitulum (hlavova ¢ast) a télova cast. Na télové Casti
jsou Ctyfi pary nohou (u larvy nalezneme pouze tii pary), . ricinus ma na vné&jsi strané téla
tvrdy Stitek (skutum), podle kterého rozezname samici od samce. Samec ma tvrdym Stitkem
pokryté celé télo, samice pouze piedni polovinu. Mékka klistata (Argasidae) tento Stitek
nemaji. Hlavova ¢ast je slozena z chelicer, které slouzi k ptichyceni na hostitele a proniknuti
do kize, z hypostomu a z palp.

T¢lem klistat volné cirkuluje hemolymfa, ktera slouzi k transportu zivin a odstranovani
odpadnich latek. Uvnitf téla maji klistata uloZzeny organy. NejvétSsim organem je stievo.
Sklada se z centralniho zaludku, malého stieva a zadniho stfeva. Jeho funkci je traveni a
uchovévani krve.

DalSim dulezitym organem jsou slinné Zlazy pfipominajici hroznové vino, které pronikaji
od saciho ustroji dal do téla. Obsahuji aciny, které vylucuji rGznorodou smés travicich
enzymu a proteint. Sliny jsou vylu¢ovany slinnymi kanalky, které jsou pfipojeny k sacimu
ustroji. Spolu se slinami mohou byt do hostitele vylouceny 1 klist'aty pfenosné patogeny.

Dal$imi organy jsou hltan, jicen, stiedni stfeva, rektalni vak, reprodukéni orgdny, nervovy
systém, pridusnice a Malpigické trubice (Sonenshine a Roe, 2014).

Klistata se vyskytuji téméf na celém svété, 1 na tzemi Ceské republiky.



ey

Nejznaméjsi klistata Zijici v Ceské republice z &eledi klistatovitych jsou . ricinus (klisté
obecné), které je zde i nejrozsifenéjSim druhem a Dermacentor reticulatus (pijak luzni).

2.2 Choroby a parazitismus

Klistata jsou pienaseci velkého mnozstvi infekénich chorob. Po celém svét€é se nachazi
vice nez 850 druht klistat. Mezi zndmé nemoci mizeme zahrnout klistovou encefalitidu ¢i
lymskou borelidzu. Mezi onemocnéni prenasené klistaty fadime i neoehrlichiozu, jejimz
puvodcem je bakterie Neoehrlichia mikurensis.

2.2.1 Neoehrlichia mikurensis

Bakterie N. mikurensis je nové objevena bakterie pfenasena klistaty (Portillo et al., 2018).

Byla objevena v roce 1999 u klistat ze srnctt v Nizozemsku (Schouls et al., 1999), v roce
2004 byla pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) detekovana v potkanech Zijicich na
japonském ostrové Mikura (Kawahara et al., 2004). Transmisni elektronovou mikroskopii

byla v této praci také popsana jeji domnéla ultrastruktura.

N. mikurensis je intracelularni mikroorganizmus kulatého az ovoidniho tvaru o priméru
0,5 az 1,2 pum s vnitini periplasmatickou membranou a vngj$i zvinénou membranou
oddélenym nepravidelnym elektronlucentnim prostorem (Kawahara et al., 2004)., patfici do
Celedi Anaplasmataceae.

Na uzemi Evropy byla zjisténa u klistéte obecného v 18 zemich z 20 provétovanych
(Portillo et al., 2018) véetné Ceské republiky, a ve Vychodni Asii (Kawahara et al., 2004).
Rezervoarem bakterie N. mikurensis se zdaji byt mali hlodavci (Portillo et al., 2018).

Tato bakterie zplsobuje onemocnéni neoehrlichiézu. Poprvé byla neoehrlichioza
diagnostikovana u 77letého muze ze Svédska v roce 2010 (Welinder-Olsson et al., 2010).
V Evropg, véetné Ceské republiky, pak byly objeveny dalsi piipady neoehrlichiézy (Pekova et
al., 2011). Onemocnéni je nebezpeéné pievazné pro 0S0by se snizenou obranyschopnosti
(Grankvist et al., 2014). Neoehrlichioza ma asymptomaticky pribéh (Welc-Falgciak et al.,
2014b), ale mize dojit az ke smrti (Welinder-Olsson et al., 2010). Zacinajicim pifiznakem
tohoto onemocnéni je zimnice s vysokou horeckou, pozdéji muize dojit k bolesti svala,
kloubti, bolesti hlavy a nevolnosti. Tato bakterie napada endotelové buiiky a mize vyvolavat
tromboembolické piihody (Wass et al., 2019). U infikovanych hlodavci se neprojevily zadné
ptiznaky onemocnéni (Kawahara et al., 2004).

Dosud neni znamo mnoho informaci o zivotnim cyklu bakterie N. mikurensis. Jeji
pravdépodobna morfologie byla popsana u savcu (Kawahara et al. 2004, Pekova et al. 2011) i
klistat (Ondrus et al., 2020b). Cilem této prace je rozsifit védomosti o distribuci bakterie N.
mikurensis v organech.



3 CILE PRACE

Cilem této prace bylo detekovat pfitomnost bakterie N. mikurensis v organech nasatych
klistat I. ricinus.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Sbhér klist’at

Sbér klistat byl proveden metodou vlajkovani. K vlajkovani byla pouzita vlajka, ktera byla
vyrobena z bilé¢ latky o velikosti jednoho metru ctvereéniho piipevnéné K dievéné tyci.
Vlajkou jsme pohybovali po travé ¢i lesni cesté, klistata se na ni zachytavali a pravidelné
jsme vlajku kontrolovali. Z vlajky jsme klistata nasledné sbirali do plastovych zkumavek
pomoci entomologické pinzety. Zkumavka by méla byt popsana informacemi, které
potfebujeme znat pro dal§i praci s klistaty. V mém pfipadé byla zkumavka popsana
sbératelem, datem a pohlavim.

Touto metodou byla klistata sbirana ve dvou brnénskych lokalitach (Obr. 1). V dubnu
v lese v Medlankach a v zafi v Cernych polich.
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Obr. 1: Lokality sbéru klist’at.
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4.2 1zolace DNA

Nasbirana klist'ata byla tfidéna podle pohlavi do skupin po péti vzorcich. Kazda skupina
obsahovala pét vzorkid stejného pohlavi, pouzivana byla pouze dospéla klistata. DNA byla
izolovana pomoci soupravy, také nazyvané jako kit, NucleoSpin® Tissue (MACHEREY -
NAGEL GmbH & Co. KG, Diiren, Némecko). Pracovalo se podle pokynl vyrobce s nékolika
upravami. V prvnim kroku byla poolovana klistata homogenizovana pomoci 1 g 1,4 mm
kulicek (BlOplastics, Landgraaf, Nizozemsko) v centrifuze (MagNA Lyser) (Roche
Diagnostics Ltd., Rotkreuz, Svycarsko) pii rychlosti 7 000 x g po dobu 99 sekund. V dal§im
kroku bylo k homogenizovanym vzorktim pfidano 180 ul pufru T1 a 25 ul roztoku proteinazy
K a promichano ve vortexu. Takto pfipravené vzorky byly inkubovany pii 56 °C po dobu 1
hodiny v inkubatoru s michanim. Po 1 hodiné bylo ke vzorkiim p#idano 200 pl pufru B3.
Vzorky byly diikladng promichany, inkubovany 10 minut pii 70 °C a poté znovu promichany.
Ke vzorkim bylo pfidano 210 pl ethanolu opét byly zvortexovany. Vzorky byly
centrifugovany po dobu 60 sekund pii 11 000 x g. V dalsim kroku bylo ptidano 500 ul pufru
BW, vzorky byly znovu centrifugovany 1 minutu pii 11 000 X g, poté bylo pfidano 600 pl
pufru B5 a vzorky byly centifugovany 1 minutu pii 11 000 x g. Po tomto kroku byly vzorky
znovu centrifugovany po stejnou dobu pii stejné rychlosti. V poslednim kroku bylo do
zkumavky piidano 100 ul predehiatého pufru BE na teplotu 70 °C, poté byly vzorky
inkubovény po dobu 60 sekund pfti pokojové teploté a centrifugovany 1 minutu pii 11 000 x g.
Vyizolované vzorky DNA byly az do detekce PCR skladovany piti -20 ° C.

4.3 Analyza pomoci PCR

Po vyizolovani DNA byla metodou PCR detekovana DNA bakterie N. mikurensis. Primery
byly navrzeny pomoci softwaru Geneious 11.1.4 (https://www.geneious.com) s pouzitim
piislusnych sekvenci dostupnych v GenBank. Sekvence primert jsou popsany v tabulce I.
Tyto primery amplifikovaly 654 bazi dlouhy fragment genu. Teplota nasedani primeru byla
stanovena gradientovou PCR. Optimalizace béhit PCR obsahovala pozitivni a negativni
kontroly. Specifi¢nost reakce byla potvrzena sekvenovanim. PCR reakce byla provedena v 25
ul obsahujici: 12,5 ul PPP Master Mix (Top-Bio s.r.0., Vestec, Czech Republic), 1 ul pfimého
a 1 pl reverzniho primeru (finalni koncentrace v roztoku byla 500 nM pro kazdy z primert),
9,5 ul PCR vody a 1 ul DNA. Master Mix byl pfipraven do jedné vétsi zkumavky obsahujici
500 ul PPP Master Mixu, 40 pl pfimého primeru, 40 pl reverzniho primeru a 380 pul PCR
vody. Takto piipraveny Master Mix byl rozpipetovan do 200 ul zkumavek po 24 ul a do
kazdé zkumavky byl piidan 1 pl roztoku obsahujiciho DNA. V PCR cycleru byl navolen
program tak, aby se vlakno DNA namnozilo 35krat. V prvnich 60 sekundach byl cycler
nahian na 94 °C, aby se DNA rozvolnila. Poté se 35krat opakoval cyklus, ve kterém se vzdy
usek odpovidajici primerim 2x rozmnozil. Nastaveni cycleru je popsané v tabulce II.
V ptedposledni fazi byl cycler nahiivan na 72 °C po dobu 7 minut. Po 7 minutach nasledovala
teplota 4 °C, ktera byla stald az do vyjmuti naSich vzorkii s namnozenymi vldkny DNA.
Vzorky byly detekovany pomoci elektroforézy v 1.5 % agar6zovém gelu obsahujicim Midori
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Green (Elisabeth Pharmacon, Brno, Ceska republika). Gel byl vizualizovan a vyhodnocen pod
UV svétlem.

Tabulka |
Pouzité primery pro detekci Neoehrlichia mikurensis a jejich sekvence.

Primery Sekvence
CNM_groEL_PCR_F (5" AACTACAACATGTTCTATTTTAACAGC_3')
CNM_groEL_PCR_R (5_TCGTCATTAATAACGTATTTTGCACC_3’)

Tabulka 11

Pouzité nastaveni PCR cycleru pro detekci Neoehrlichia mikurensis.

Cyklus Teplota [°C] Cas [sec]
1 94 60
2a 94 15
2b 52,4 15 35x%
2C 72 45
3 72 420
4 4 0

Stejnou metodou byla detekovana i klistéci DNA. Sekvence primerti jsou popsany
v tabulce I11. Primery amplifikovaly 310 bazi dlouhy fragment genu. Nastaveni PCR cycleru
je popsané v tabulce IV. V piedposledni fazi byl cycler nahiivan na 72 °C po dobu 7 minut.
Po 7 minutach nasledovala teplota 4 °C, ktera byla stalda az do vyjmuti naSich vzorkl
snamnozenymi DNA. Vzorky byly také detekovany pomoci elektroforézy v 1.5 %
agardzovém gelu a vyzualizovany pod UV zafenim.

Tabulka 111
Pouzité primery pro detekci klistéci DNA a jejich sekvence.

Primery Sekvence
Ire_16S _PCR_F (5" _CTGTGGTATTTTGACTATACGAAGG_3")
Ire_16S PCR_R (5'_TCCAAAATTATTACGCTGTTATCCC_3")
Tabulka IV

Pouzité nastaveni PCR cycleru pro detekei klistéci DNA.

Cyklus Teplota [°C] Cas [sec]
1 94 60
2a 94 15
2b 61 15 35x
2c 72 30
3 72 420
4 4 0
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5 VYSLEDKY

V pokusu ¢. 1 (Obr. 2) bylo analyzovano deset vzorkli po péti kusech dospélych klistat.
Vzorky 4, 5, 7, 8 a 10 vykazuji pozitivni signdl o velikosti 654 bazi, tj. v téchto vzorcich byla
potvrzena pritomnost bakterialni DNA N. mikurensis. Ve vzorkach 1, 2, 3, 6 a 9 neni zadny
signal, tj. neobsahuji bakterialni DNA. Vzorek K- je negativni kontrola, vzorek pochazejici
Z neinfikovanych klistat.

Detekce CNM_groEL_PCR dne 18.5.2020

Obr. 2: Detekce DNA Neoehrlichia mikurensis v poolovanych klistatech po péti.
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V pokusu ¢. 2 (Obr. 3) bylo piipraveno 8 vzorkl po tiech kusech samic (F1-F8) a 8 vzorkt
po tfech kusech klistécich samcti (M1-MS8). Vzorky byly analyzovany na ptitomnost DNA I.
ricinus a DNA N. mikurensis. V prvnim kroku byly analyzovany vzorky na pfitomnost
klistéci DNA. Vzorky F1-F8/1 a M1-M8/I vykazuji pozitivni signal v oblasti 310 bazi, tj.
obsahuji DNA pochazejici z klistéte I. ricinus. Vzorek K+/I je pozitivni kontrolou obsahujici
klistéci DNA. Vzorek K-/I je negativni kontrolou, ktera neobsahuje zadnou DNA. Vzorek K-
DNAV/I je negativni kontrolou obsahujici DNA jiného Zivoc¢icha. V druhém kroku byly vzorky
analyzovany na pfitomnost bakterialni DNA. Vzorky F2/N, F4/N, F7/N, M1/N, M2/N, M6/N,
M7/N, M8/N vykazuji pozitivni signal v oblasti 654 bazi, tj. obsahuji DNA N. mikurensis.
Vzorek K-/N je negativni kontrolou, ktera neobsahuje bakterialni DNA. Vzorek K-DNA/N je
negativni kontrolou s obsahem DNA jiného zivocicha.

Detekce IRE_16S_PCR a CNM_groEL_PCR dne 6.11.2020

K+ F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 M1 M2 M3 M4 M5
| O U W T (5 o e M o T

-

M6 M7 M8 K- K-  F1F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 M1 M2 M3 M4 M5
L1l G | 1‘;“ NN NNNNNNNN N NN

M6 M7 M8 K- K-
N N N N D
N

Obr. 3: Detekce DNA Ixodes ricinus a Neoehrlichia mikurensis v poolovanych klistatech po
trech.
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V pokusu ¢. 3 (Obr. 4) bylo pouzito 28 vzorku klistécich organi. Vzorky pochazely ze 7
klistat, z kazdého klistéte vzdy vzorek stieva (G1-G7), Malpigickych trubic (M1-M7), ovarii
(01-07) a slinnych zlaz (S1-S7). Ve vsech organovych vzorcich byla zjisténa ptitomnost
DNA |I. ricinus. Podle Markeru je ocividné, ze primery amplifikovaly 310 bazi dlouhy
produkt, tedy Ze ve vSech vzorcich se naléza klistéci DNA a jeji izolace tedy probé¢hla
spravng.

Detekce IRE_16S_PCR v organech GMOS dne 30.11.2020, 310 bazi

B e e - L

Gl M1 O1 81 G2 M2 O2 S2 G3 M3 O3 S3

G4 M4 O4 S4 G5 M5 O5 S5 G6 M6 06 S6

G7 M7 07 §7

Obr. 4: Detekce DNA Ixodes ricinus v klistécich organech.
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V pokusu ¢. 4 (Obr. 5) byla detekovana bakterialni DNA v organech klist'at. Bylo pouzito
identickych 28 vzorku z klistécich organt jako u pokusu €. 3. Pozitivni signal v oblasti 654
bazi na ptitomnost DNA bakterie N. mikurensis byl zjistén ve dvou vzorcich ovarii a v sedmi
vzorcich slinnych zlaz. Pozitivni ovaria byla detekovana ve stejnych jedincich, jako pozitivni
slinné zlazy.

Detekce CNM_groEL_PCR v organech GMOS dne 30.11.2020, 654 bazi

Gl M1 O1 SI G2 M2 02 S2 G3 M3 03 S3

- - .

G4 M4 O4 S4 G5 M5 O5 S5 G6 M6 O6 S6

G7 M7 O7 S7 K-

Obr. 5: Detekce DNA Neoehrlichia mikurensis v klistécich organech.
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V pokusu ¢. 5 (Obr. 6) bylo analyzovano 36 vzorka klistécich organd. Vzorky pochazely
z 9 klistat, z kazdého klistéte vzdy vzorek stieva (G61-G69), Malpigickych trubic (M61-
M69), ovarii (061-069) a slinnych zlaz (S61-S69). O téchto vzorcich jsme piedem veédéli, ze
nejsou infikovany bakterii N. mikurensis. Pozitivni signdl na pfitomnost bakterie N.
mikurensis byl detekovan pouze ve vzorku oznaceném K+, tedy pozitivni kontrole.
Ocekavany vysledek bez falesné pozitivnich nalezl potvrzuje spravnost provedeni metody.

Detekce CNM_groEL_PCR v orgdnech GMOS dne 1.12.2020, 654 bazi

G61 M61 061 S61 G62 M62 062 S62 G63 M63 063 563 G64 M64

064 S64 G65 M65 065 S65 G66 M66 066 S66 G67 M67 067 S67

G68 M6 068 S68 G69 M69 069 S69 K+
$41

Obr. 6: Ovéteni negativnich vzorkt na ptitomnost DNA Neoehrlichia mikurensis.
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6 DISKUZE

Cilem prace bylo detekovat pfitomnost bakterie N. mikurensis v organech klistat. Nejprve
jsme nasbirali klistata na dvou lokalitdich v Brné a pomoci metody PCR jsme se piesvédcili,
ze se na téchto mistech bakterie N. mikurensis nachazi. V dalsim kroku jsme pouzili organy ze
sedmi klist'at, ktera byla na téchto lokalitach nasbirana jiz dtive. Zjistili jsme, ze se bakterie
vyskytuje ve vSech sedmi vzorcich slinnych zldz a ve dvou vzorcich ovarii. Detekei klistéci
DNA jsme si ovérili, ze jsme DNA spravné vyizolovali. Pokud bychom N. mikurensis
detekovali rovnou bez detekce klistéci DNA, nebylo by jasné, zda je negativni vysledek
zpusobeny nepiitomnosti bakterie nebo neptitomnosti klistéci DNA z divodu chybné izolace.
Pozitivni vysledek by mél byt tedy vSude. Pii detekci jsme pouzili negativni a pozitivni
kontroly, které jsme délali proto, abychom si ovéfili, Ze nemame ostatni vzorky nebo ptisady
pro PCR kontaminované DNA N. mikurensis a ze tedy nechytame faleSné pozitivni signal.
V negativni kontrole tedy nema byt zadny signal.

Tato prace je prvni studii distribuce N. mikurensis v klist'atech. V roce 2020 byla poprvé
zvefejnéna systematicka studie, ktera odhalila pfitomnost N. mikurensis na vétsingé tzemi
Ceské republiky (Ondrus et al., 2020a). Ve stejném roce byla popsana pravdépodobna
morfologie této bakterie ve tkanich kliStéte (Ondrus et al. 2020b) pomoci transmisni
elektronové mikroskopie. Zaroven byla N. mikurensis poprvé detekovana ve slinnych zlazach,
coz naznacuje, ze se hostitel infikuje kliStécimi slinami. Vzorky s organy z této studie byly
pouzity v této praci. Kromé slinnych zlaz byla N. mikurensis detekovana v ovariich, coz
naznacuje transovaridlni prenos. Bakterie se tedy dostane do vaji¢ek infikované samice, ze
kterych se vylihnou larvy. V téchto larvach se bakterie stale nachazi a nakazi tak svoje
hostitele. Timto zptisobem se bakterie $ifi z dospélce na jeho potomstvo.

Povédomi o bakterii se v posledni dob¢€ zvySuje a je nalézana na stale vét§im tizemi Evropy
(Portillo et al. 2018). Byla zjisténa v klistatech napft. i v Norsku (Pedersen et al. 2020). V roce
2019 byla poprvé uspésné nakultivovana, a to v bunkach klistécich linii (Wass et al. 2019).
Od té doby neni potieba pouzivat ve jménu slovo Candidatus. Bakterie N. mikurensis bude
pfedmétem dalSiho vyzkumu.
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1 ZAVER

Tato studie poprvé potvrdila pfitomnost intracelularni bakterie Neoehrlichia mikurensis ve
slinnych zlazach a ovariich infikovanych klist'at Ixodes ricinus. Na zaklad¢ téchto vysledki se
zd4, ze bakterie infikuje hostitele skrze sliny a je pravdépodobné, ze se v pfirod¢ Siii také
transovarialnim pfenosem. Tyto hypotézy budou pfedmétem dalsiho vyzkumu.

Touto studii jsem se piiu¢ila novym dovednostem. Naucila jsem se, jak v ptirodé probiha
sbér klistat metodou vlajkovani. Naucila jsem se zaklady pipetovani a izolaci DNA. Poznala
jsem, jak funguje analyza PCR, ktera se obdobnym zplsobem vyuziva také pii testech na
covid-19. Mimo to jsem ziskala zaklady k psani odbornych praci. Pracovala jsem
s programem Mendeley, s jehoz pomoci jsem se naucila orientovat v odborné literatuie a
citovat ji.
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