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Anotace

Anaplasma sp. a Rickettsia sp. jsou obligatni nitrobunééné bakterie zpisobujici fadu
onemocnéni u lidi i zvifat. Tato onemocnéni jsou prenasena prevazné klistaty.

Cilem prace byla detekce ptivodct infekénich onemocnéni Anaplasma sp. a Rickettsia sp.
u klistat Ixodes ricinus.

Sbér klistat probihal metodou vlajkovani v méstskych castech Brno-Bystrc, Brno-Pisarky
av okoli Brnénské pirehrady. Vlajkovani v Bystrci probihalo Vv Zoologické zahradé
a v prirodnim parku Podkomorské lesy a to v roce 2015 (kvéten - zafi). V této mestské Casti
bylo nasbirano 59 klistat, ktera byla rozdélena do 15 vzorka (35 nymf, 3 samice a 1 samec).
V Pisarkach probihal sbér klistat v méstskych parcich Anthropos, Wilsontv les a Masarykiv
haj a to v roce 2014 (biezen - Cerven). V téchto parcich bylo celkem nasbirano 151 klistat,
ktera byla rozd€lena do 55 vzork (120 nymf, 10 samic a 21 samct). V okoli Brnénské
ptehrady probihalo vlajkovani v lokalitich Kozi horka a Piistavisté Bystrc a to v letech 2014
a 2015 (bfezen — Cerven). V téchto lokalitach bylo sesbirano 180 klistat, kterd byla rozdélena
do 45 vzorkd (159 nymf, 5 samic, 6 samcu a 10 larev). Celkem bylo nasbirano 390 klistat,
ze kterych bylo vytvoteno 115 vzorkd.

K detekci vyse uvedenych patogenit byla pouzita metoda polymerazové tfetézové reakce,
pozitivni vzorky byly zaslany na sekvenovani k presné identifikaci. Celkem bylo 26 vzorkt
(22,6 %) pozitivnich alespon na jednoho ze dvou testovanych patogenti, z toho u jednoho
vzorku byla zjisténa smisena infekce. Nejvyssi pozitivita byla dosazena u larev (50 %).
U dospé€lcit byla vyssi pozitivita mezi samci (35,7 %). Bakterie Anaplasma sp. byla
detekovana u 4 vzorki (3,5 %) a Rickettsia sp. u 23 vzorka (20 %).

Stanovené prevalence pro Anaplasma sp. dosahovaly ve vSech tfech zkoumanych
lokalitach podobnych hodnot. Nejvyssi hodnota prevalence byla zaznamenana v méstské ¢asti
(2,2 %). Bakterie Rickettsia sp. se vyskytovala s nejvyssi prevalenci v Pisarkach (27,3 %),
dale v méstské casti Bystrc (26,7 %). Nejniz$i prevalence (8,9 %) byla zjiSténa v okoli
Brnénské piehrady.

Vysledky této prace jsou zakladem pro blizsi a rozsahlejsi vyzkum vyskytu Anaplasma sp.

a Rickettsia sp. na uizemi mésta Brna a to ve spolupraci VFU Brno a Masarykovy univerzity.

Klic¢ova slova: Anaplasma; Rickettsia; PCR; klist’ata.



Annotation

Anaplasma sp. and Rickettsia sp. are obligatory intracellular bacteria causing a wide range
of diseases in humans and animals. These diseases are mainly transmitted by ticks.

This work was focused on presence of pathogens of infectious diseases Anaplasma sp.
and Rickettsia sp. in ticks Ixodes ricinus.

The ticks were collected using the flagging method in the Brno-Bystrc, Brno-Pisarky
and Brno dam districts. Flagging in Bystrc took place in the ZOO and Podkomorské lesy
nature park from May to September 2015. In total, 59 ticks were collected in these localities
and divided into 15 samples (35 nymphs, 3 females and 1 male). In Pisarky ticks were
collected in the city parks Anthropos, Wilsoniv les and Masarykiv haj from March to June
in 2014. In total, 151 ticks were collected in these localities and divided into 55 samples
(120 nymphs, 10 females and 21 males). In the surroundings of the Brno dam, flagging was
carried out in the locations of Kozi horka and the Bystrc dock from March to June in 2014
and 2015. In total, 180 ticks were collected in these localities and divided into 45 samples
(159 nymphs, 5 females, 6 males and 10 larvae). A total of 390 ticks were collected
and divided in 115 samples.

The above mentioned pathogens were detected by the polymerase chain reaction. Positive
samples were sent for sequencing for accurate identification. In total 26 samples (22.6 %)
were positive at least for one of both tested pathogens. In one sample was detected mixed
infection. The highest positivity was reached in larvae (50 %). Bacteria Anaplasma sp. was
detected in 4 samples (3.5 %) and Rickettsia sp. in 23 samples (20 %).

Determined prevalence of Anaplasma sp. reached similar values in all three researched
locations. The highest prevalence was detected in city district Bystrc (6.7 %). On the other
hand the lowest prevalence value was detected in the surroundings of the Brno dam (2.2 %).
The highest prevalence of Rickettsia sp. was determined in Pisarky (27.3 %), then in Bystrc
(26.7 %). The lowest prevalence was found in the surroundings of the Brno dam (8.9 %).

The results of this study will be the basis for more detailed and extensive research
on the occurrence of Anaplasma sp. and Rickettsia sp. in Brno in cooperation of University

of Veterinary and Pharmaceutical Science Brno and Masaryk University.

Keywords: Anaplasma; Rickettsia; PCR; ticks.
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1 Uvod

V této praci jsem feSila problematiku vyskytu bakterii Anaplasma sp. a Rickettsia sp.
u klistat. Bakterie rodu Anaplasma a Rickettsia jsou puvodci zavaznych onemocnéni
pro zvifata ilidi. Tato onemocnéni mohou byt infekéni pouze, pokud dojde K aspésnému
prenosu pomoci vektoru. Na tizemi Ceské republiky je timto vektorem nejéastji kligté obecné
(Ixodes ricinus).

Monitoring vyskytu a patogenity obou bakterii je dulezity z hlediska prevence onemocnéni
zpusobenych témito klistaty. V poslednich letech dochazi v dasledku klimatickych zmén
k migraci kli§tat na nova uzemi, a proto nabyva monitoring vySe zminénych bakterii

na vyznamu.



Cile prace:

Sbér klistat v Brn¢ (v méstskych parcich a na dalsich travnatych plochach v Bystrci,
Pisarkach a u Brnénské prehrady) metodou vlajkovani.

Detekce Anaplasma sp. a Rickettsia sp. u klistat (Ixodes ricinus), a to metodami
molekularni biologie (PCR, gelova elektroforéza).

Sekvenace pozitivnich vzork.

Zhodnoceni celkové i dil¢i (v ramci Brna a v jednotlivych méstskych castech)

prevalence vyskytu Anaplasma sp. a Rickettsia sp..



2 Literarni prehled

Klistata zahrnuji tfi odlisné celedi: Argasidae ,,mekka“ klistata (soft ticks), Ixodidae
,tvrda® klistata (hard ticks) a Nuttalliellidae. Tyto tfi skupiny klist'at jsou odli$né jak stavbou,
tak vyvojem. Fylogeneticky vztah ¢eledi Nuttalliellidae nebyl doposud zcela objasnén, jelikoz
chybi molekularné genetické informace o této ¢eledi (URL 11). Z epidemiologického hlediska

jsou nejdulezitéjsi celedi Argasidae a Ixodidae (Hubalek, 2000).

Meékka klist’ata (Argasidae)

T¢lo klistat neni kryto hibetnim Stitkem a integument je na hibet¢ mékce vrascity
az bradavi¢naty. Ustni ustroji maji na spodni strané t&la. Ve vyvoji se vyskytuje vetsi
mnozstvi instard nymf. Tento typ klistat zije az 25 let a dokéze hladovét 1 nékolik let.
Narozdil od klistat ¢eledi Ixodidae, které saji dlouhodobé (2 — 14 dni), klistata celedi
Argasidae saji krev kratkodobé (vétSinou 1 — 2 min, nanejvys nékolik hodin).

Tato klist'ata mohou pienaset velké mnozstvi patogenti a to jak na zvirata, tak i na ¢lovéka,
a proto je tato skupina hmyzu velice nebezpecna z hlediska rizika pfenosu riaznych
onemocnéni. Klist'ata se podili na pfenosu riiznych infekénich patogent slinami, ale 1 koxalni
tekutinou, ktera je smichana s hemolymfou z koxalnich zlaz. Klistata mohou vyvolat i tézké

alergické reakce doprovazené anafylaktickym Sokem (Sedlak, 2000).

Tvrda klistata (Ixodidae)

Télo klistéte se nazyva idiosoma, které je kryto Stitkem (scutum). Télo samce je celé
pokryto Stitkem, ale u samice je pokryta jen piedni ¢ast téla (Obr. 1). Zbytek téla samice,
ktery neni pokryt Stitkem, se nazyva alloscutum. Velikost téla klistéte se pohybuje v rozmezi
2 — 20 mm, ale samice muiiZe pii sani zvétsit svlj objem az 100 X, coZ znamena, Ze mize méfit
25—30 mm. Chobotek (hypostom) je vyzbrojeny nékolika ptiénymi Ffadami drobnych,
dozadu sméfujicich zoubki a predstavuje bodavé saci Gstni tstroji. Tento chobotek ma také
funkci rozmnozovaci, kdy slouzi jako kopula¢ni organ. Samice jsou oplodnovany
spermatofory obsahujicimi spermie. Pfedni ¢ast vlastniho téla kliStéte nese koncetiny a také
genitalni otvor. Na zadni Casti se nachdzi vzdus$nice a fitni otvor. Ve vyvojovém stadiu larvy

a nymfy je genitalni otvor uzavien a skryt a otevira se az v obdobi dospélosti (URL 1).
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FEMALE

Obr. 1: Tvrda klist'ata z Celedi Ixodidae- samec a samice. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK83636/)

2.1 KIisté obecné (Ixodes ricinus)

Klisté¢ obecné (Ixodes ricinus) je rozto¢ s dorzoventralné zplostélym ovalnym télem
a zteteln¢ vyvinutou pfedni casti téla. Klistata jsou obligatni ektoparazité sajici krev u savcd,
plazi a ptakd. Ve stfedni Evropé je klist€é obecné nejhojnéjSim zastupcem celedi
klistatovitych- Ixodidae. Rozsifeni tohoto druhu zahrnuje téméf celou Evropu i ¢ast severni

Afriky.

Zarazeni do systému
Taxonomické zafazeni Ixodes ricinus bylo zavedeno Carlem von Linné, 1758 (URL 10),
(upraveno dle Sedlak, 2000).

Kmen: Clenovci (Arthropoda)
Podkmen: Klepitkatci (Chelicerata)
Ttida: Pavoukovci (Arachnida)
Rad: Roztodi (Acarina)
Podrad: Klistata (Ixodides)
Celed”: Klistatoviti (Ixodidae)

Rod a druh: KIlisté obecné (Ixodes ricinus)
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KIisté obecné je nejbéznéjsi druh klistéte na naSem tizemi. Jeho vyskyt je vazan predevsim
na prostiedi, kde je nejvétsi Sance, Ze naleznou svého hostitele. Klisté vyzaduje alespoil 80 %
relativni vlhkost, nejcastéji se proto vyskytuje v biotopech lest, kfovin, pastvin s kfovinami,
i v méstskych parcich a zahradach (Randolph et al., 2002). Typickym mistem vyskytu téchto
klistat ve méstech jsou parky.

Klistata jsou velmi citliva na klimatické zmény, které dokdzou ovlivnit hojnost jejich
vyskytu iaktivitu. Béhem zimy je jejich fyzickd aktivita utlumena a jejich vyvoj
je pozastaven. Ve volné piirodé je v tomto obdobi spatiime velmi vzacné. Jejich aktivita
je nejvyssi na jafe a v piipadé mirnéjsi zimy se mohou objevovat v piirodé podstatné diive.
Béhem 1éta je vlivem puisobenim vysokych teplot, jejich aktivita nizsi, a proto se v ptirod¢
s nimi setkame v mensim poctu.

S poklesem horkych letnich teplot se na podzim aktivita kliSt'at op&t zvySuje a klist'ata jsou
aktivni do té doby, nez opét poklesne teplota a jejich aktivita pfes zimu ustane
(Randolph et al., 2002).

Dlouholeté studie v Ceské republice prokazaly, e se klistata zadala objevovat
i v oblastech, které byly po dlouhou dobu klistat prosté. Jedna se piedev§im o lokality
polozené ve vyssich nadmoiskych vyskach. Driive se kliStata zdrzovala v nadmotskych
vySkach do 700 m. V poslednich letech se ale objevuji i ve vyskach az 1000 metra
nad motrem, kde jsou schopny dokon¢it sviij vyvojovy cyklus (Daniel et al., 2003).

2.1.1  Zivotni cyklus kli§tat

Vyvoj klistéte probihd od vajicka, dale ptes larvu, nymfu a kon¢i imagem. Tento cyklus
obvykle probihda 3 roky. Po oplozeni sameckem a plném nasati krve, klade samice
az 10 000 vajicek v hrabance. Z vajicek se nasledné zacnou lihnout Sestinohé larvy,
které vétSinou saji na ptacich ¢i drobnych plazech. Po sani se v pudé¢ svlékaji a meéni
se na osminohé nymfy, které saji na hlodavcich a poté se opét svlékaji. Nymfa se dale
pfeméni v imago. Dospélé samice pak saji na skotu, lesni zvéti, domacich zvifatech
a ptipadné na ¢loveéku. Samci obvykle krev nesaji (Andéra a kol., 2003).

Vyvoj klistat miZe probihat na jednom, ¢i vice hostitelich. Podle toho délime vyvojové
cykly na jednohostitelsky, dvojhostitelsky a trojhostitelsky. KIlist€¢ obecné prochazi,
jako vétsina nasich klistat, trojhostitelskym cyklem (Obr. 2).
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Pti trojhostitelském cyklu cizopasi kazdé vyvojové stddium na jiném hostiteli.
Toto stfidani hostitele ma epidemiologicky vyznam. Vyvoj klistéte v ptirodé vrcholi v obdobi
jara a pak také na podzim. V 1ét¢ probiha u klistéte pfeména ve vyssi vyvojové stadium.

Samicky, které nakladou na podzim vajicka, pfezimuji stejné, jako larvy, nymfy

a neoplozené sami¢ky (Hubalek a Rudolf, 2007).
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Obr. 2: Trojhostitelsky Zivotni cyklus klistéte obecného (Ixodes ricinus).
(https://www.researchgate.net/figure/Schematic-representation-of-the-life-cycle-of-Ixodes-ricinus-1xodes-
ricinus-immature_figl_311431517)

Pti hledani hostitele uplatniuji klistata nékolik strategii a podle toho se déli na klist'ata,
kterd vyckavaji v hnizdech ¢i norach a klist'ata hledajici svého hostitele v prostiedi (takzvana
pastevni klistata).

KIist¢ obecné se tadi do skupiny pastevnich klistat, kterd aktivné vyhledavaji svého
hostitele v prostiedi lesti a luk. Na hostitele ¢ihaji v riznych vyskach na vegetaci podle stadia
vyvoje. Larvy a nymfy vétSinou napadaji z travy ¢i hrabanky, imaga z kefi, travin a jinych
bylin (Obr. 3). Vyska, do které klist¢ vySplha, zavisi také na velikosti jeho budouciho
hostitele. Pokud bude budoucim hostitelem klistéte velké zviie, vySplha az do vysky 1 m.
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Obr. 3: Rozmisténi jednotlivych stadii ve vegetaci. Imaga (1), nymfy (2), larvy (3) a svlékajici ¢i prezimujici
klistata (4).
(https://dspace.cuni.cz/bitstream/handle/20.500.11956/17039/BPTX_0_0 11160 _0 55700 _0_18095.pdf?seq
uence=1&isAllowed=y)

Na svého hostitele vyckava tak, ze zveda 1. par ptrednich koncetin, kde se na dorsalni
stran¢ chodidla nachazi Halleriv organ slouzici k detekci CO2. (URL 1). Po pfichyceni
na svého hostitele se po ném klist¢ dokdze pohybovat i nékolik hodin, nez nalezne misto,
kde se ptisaje (Parola a Raoult, 2001).

Télo hostitele reaguje na ztratu krve hemostdzou, ktera zplsobuje srazeni krve.
Bodnuti klistétem zdstava vétSinou nepostiehnuto, jelikoz jeho sliny obsahuji anestetikum
ixodin, které také slouzi proti srazlivosti krve. K pevnému ukotveni klistéte v pokozce
hostitele slouzi specialni latky vylu€ované taktéZ pomoci slin, které vytvoii kolem
jeho hypostomu takzvanou cementovou vrstvu.

Prvnich 24 - 36 h po pfichyceni v pokozce se klisté krvi krmi jen velmi mélo ¢i viibec.
Po uplynuti této doby saje klisté krev v nékolika periodach, ve kterych se stfidaji faze sani
krve a intenzivniho vylucovani slin do organizmu hostitele. Obecné se klistata celedi
Ixodidae krmi 2 - 15 dni (Parola a Raoult, 2001).

Pfi sani krve muze dochazet k pfenosu mnohych patogennich organizmu, které mohou
zpusobovat rtizna onemocnéni. Pfenos patogenti pomoci krev sajicich vektorii se da rozd¢lit

na dva zpUsoby, a to na mechanicky a biologicky.
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O mechanicky zpisob pfenosu se jedna, pokud nedojde k modifikaci patogenu
preneseného klistétem. Uspé&$nost prenosu téchto organizmi tedy spolivda v mnoZstvi,
jez se do vektoru dostane.

Pokud dojde pii pfenosu patogenu k jeho modifikaci ¢i pomnoZeni v organizmu hostitele,

jedna se o biologicky zpusob pienosu (Marcondes, 2017).

2.2 Nemoci prenasené kliStaty

Klistata jsou jednim z nejcastéjSich prenaSect infekénich onemocnéni. Celkové je jich
znamo nékolik desitek. Na uzemi Ceské republiky je jich daleko méng, ale piesto mohou byt
tyto nemoci velmi zavazné (Hubalek, et al., 2007).

Klistata pfenasi ptivodce bakterialnich, virovych, ale i protozoalnich onemocnéni. Mezi
nejznaméjsi virové onemocnéni zpusobené klistaty patii klistova encefalitida. Klistata
mohou pienaset i pivodce bakterialnich nemoci, jako jsou Lymeska borelioza, tularemie,
lidska granulocytarni anaplazmoéza, ¢i hore¢ka Skalistych hor. Mezi protozoalni onemocnéni
pfenasené klistaty patii babezidza, ktera byva velmi casto spojena s borelidzou
(Hubalek a Rudolf, 2007).

Piivodei téchto infekénich onemocnéni se vyskytuji pouze V endemickych oblastech
(Daniel et al., 2003). Nejvyznamngj$imi pienaseci téchto infekei jsou klistata trojhostitelska,
ktera se mohou vyvijet i pies to, Ze jsou infikovana. Infekéni onemocnéni u nich mohou
poskodit slinné zlazy a vajeCniky. Infekce vaje¢nikiit muze zpusobit, Ze se infekce Sifi
na potomstvo. Tento  zplsob  infekce  se  oznaCuje  jako  transovarialni
(Hubalek a Rudolf, 2007).

2.2.1 Anaplazmoéza

Anaplazmoéza je zoonodza zpusobena bakteriemi z Celedi Anaplasmataceae, kam patii
druhy patogenni pro lidi i zvifata. Jedna se o malé, gram negativni, obligatni intracelularni
bakterie. Replikuji se Vv granulocytech a monocytech hostitelskych bun€k, kde nasledné
vytvaii moruly (URL 1).

Pro cloveka jsou patogenni Ctyii druhy:

1) Ehrlichia chaffeensis - pavodce lidské monocytarni ehrlichiézy (Human monocytic

ehrlichiosis — HME).
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2) Anaplasma phagocytophilum - ptavodce lidské granulocytarni anaplazmozy (diive
ehrlichiozy), (Human granulocytic anaplasmosis / ehrlichiosis — HGA / HGE).
3) Ehrlichia ewingii - ptivodce granulocytotropické ehrlichiozy.

4) Neorickettsia sennetsu - pivodce monocytotropické ehrlichiozy (URL 6).

Anaplasma phagocytophilum

Jedna se o gramnegativni bakterii kokoidniho az elipsoidniho, ¢asto pleomorfniho tvaru
(Obr. 4). A.phagocytophilum zpisobuje lidskou granulocytarni anaplazmoézu (URL 7).
Toto onemocnéni bylo poprvé zjisténo v roce 1990 u pacienta ve Wisconsinu, ktery zemiel
stézkym horeénatym onemocnénim 2 tydny po kousnuti klistéte (Chen, 1994),
ackoli uz v roce 1932 bylo znamo, ze tento patogen zptsobuje onemocnéni (URL7).

Stejn¢ jako rickettsie, vyuzivd anaplasma pro S$ifeni bakterii pfenos pomoci
klistat. Mikroorganizmus se udrzuje ve svych vektorech transstadialnim pienosem.
Transovarialni pienos u A. phagocytophilum neni mozny. V prostfedi se A. phagocytophilum
udrzuje infekei rezervoarovych hostiteld, nejcastéji se jedna o malé savce. Infekce se u téchto

savcl projevuje velmi malo, nebo se viibec nemusi projevit (Bergey, 2005).

Obr. 4: Anaplasma phagocytophilum ve vakuole v cytoplasmé bunék. Vlevo barveno Giemsa, vpravo
elektronmikroskopicky snimek.
(http://www.szu.cz/tema/prevence/onemocneni-prenasena-klistaty-v-ceske-republice)
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Lidska granulocytarni anaplazmoéza svym prubéhem piipomina Lymeskou boreliozu,
predevs$im vyrazkou erythema migrans (EM), ktera se casto objevuje v rané fazi onemocnéni.
Tato vyrazka je doprovdzena makulopapularni vyrazkou nebo krvacenim do ktize ve stfedu
EM. Dale se projevuje zimnici a bolesti hlavy, mohou nastat i vazn¢jsi zanétlivé reakce,
jako nasledek nadmérné ¢innosti imunitniho systému (URL 7).

A. phagocytophilum parazituje uvniti neutrofilnich nebo eosinofilnich granulocytd, mize
proniknout i do megakaryocyti (buiiky, ve kterych v kostni dfeni vznikaji erytrocyty).
Jakmile je slinami klistéte pfenesena do krve ¢lovéka, nechaji se bakterie poziit neutrofilem,
kde si vytvaii modifikovanou vakuolu a moruli, ve které se nasledné mnozi. Napadeny
neutrofil méa omezené funkce. Za normalnich okolnosti maji tyto bunky kratkou zivotnost,
v Krvi senachazi jen né€kolik hodin, poté ptechazi do tkani a dochazi k sebedestrukci.
A. phagocytophilum jim brani v sebezniCeni i v priniku do tkani, a tim jim prodluzuje
jejich zivotnost (URL 8).

V minulosti nebyla nemoc povazovana za infekéni, avSak jen z diivodu, ze védci neméli
prostiedky k jeji diagnostice. Moderni metody molekularni biologie vSak jednoznac¢né
prokazaly patogenitu této bakterie (URL 7). Akutni nelécené ptipady prechdzi do stavu
chronického a mohou ohrozovat i zivot pacienta. Muzi onemocni touto chorobou castéji
nez zeny (4:1), (URL 1). Lidska granulocytarni anaplazméza se 1é¢i antibiotiky ze skupiny
tetracyklini (URL 8).

2.2.2 Rickettsioza

Né&které druhy rickettsii mohou byt patogenni pro ¢loveéka a zpiisobovat rlizné zavazné
onemocnéni, které se nazyvaji rickettsiozy (Raoult a Roux, 1997).

V minulosti byly nemoci zpiisobené rickettsiemi jedny z nejobavangjSich. V prubéhu
historie byly popsany velké epidemie zpisobené pravé t€émito bakteriemi. Uvadi se, ze mély
na svédomi vice obéti, nez vSechny valky v historii (Zinsser, 1939). Pfedpoklada se,
ze Rickettsie, konkrétné R. prowazekii, je pivodcem Athénského moru v roce 429 pt. n. .,
coz byla jedna z nejstarSich popsanych epidemii (Raoult a Roux, 1997).
hor vyskytujici se pfedev§im v Americe a dale skvrnity tyfus, ktery se vyskytuje celosvétove.
Ve sttedomoii se mizeme setkat se zdvaznou Marseillskou horeckou, jejimz pivodcem

je R. conorii (Parola et al., 2009).
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Hlavni podminkou, aby mohla byt rickettsie patogenni pro Clovéka je uspéSny pienos
pomoci vektoru. Takovy vektor musi parazitovat na c¢loveéku. (Parola et al., 2005).
Jakmile probéhne spésny prenos, rickettsie napadaji lidsky organizmus. Jedna
se 0 intracelularni bakterie, proto se zatnou rozmnozovat V endotelidlnich bunkach malych

a sttednich cév, v makrofazich, lymfocytech a granulocytech (Sahni a Rydkyna, 2009).

Podle pienaSece a piiznaka délime rickettsie na dvé skupiny:

1) Rickettsie zpusobujici tyfové horecky (Tyfus group), které se mnozi v buiice hostitele
do té doby, nez dojde k lyze bunky a nasledné se uvolni do krve hostitele. Pivodcem
mohou byt R. typhi a R. prowazeki (napi. Toulon tyfus, Moscow tyfus).

2) Rickettsie zpusobujici skrvrnité hore¢ky (Spotted fever group - SFG), které maji
schopnost pohybu a diky tomu se rychle $ifi z bunky do bunky. Pivodcem mohou
byt R. ricketti, zptsobujici horecku Skalistych hor (Rocky Mountain spotted fever),
R. conori a R. helvetica (URL 1).

Kazda faze klistéte z cCeledi Ixodidaes se Zivi pouze jednou. V disledku toho je
transstadialni ptenos (tj. prichod bakterii z jednoho stddia do druhého, z larev do nymf
a do dospélcti) nezbytnou soucasti vektorové kompetence.

Rickettsia ziskand klistétem béhem krmeni na zvifeti, jakozto mezihostiteli, mtze byt
pfenesena na jiného hostitele pouze tehdy, kdyz klisté¢ pieslo do dalsi vyvojové faze.
Pokud jsou rickettsie pfenaseny ucinng transstadialné i transovarialné (z jedné generace
na druhou prostfednictvim vaje¢nikl) u klistéte, bude klist¢ slouzit také jako rezervoar
bakterii.

Usp&sny transovarialni pfenos byl prokdzan u nékterych druhti SFG rickettsii,
véetné nékterych v soucasnosti uznavanych patogent jako jsou R. slovaca, R. parkeri
a podezrely patogen R. helvetica. U nékterych rickettsii byl zjistén negativni ti¢inek na jejich
vektory (URL 3).

Rickettsia helvetica

Rickettsia helvetica (Obr. 5) je povazovana za nepotvrzeny lidsky patogen. Poprvé byla
zjisténa v roce 1979 u klistat . ricinus ve Svycarsku jako novy &len skupiny SFG rickettsii.
Bakterie R. helvetica byla nakonec vyizolovana az vroce 1993 (URL 2). PtenaSeCem
této rickettsie je predevsim I. ricinus, ale také |. hexagonus a Dermacentor reticularus
(Parola et al., 2013).
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I. ricinus je jednim z nejrozsifenéjSich klistat na evropském kontinentu, coz indikuje
vyskyt této rickettsie v mnoha evropskych zemich, i na tzemi Ceské republiky
(Sprong et al., 2009).

Infekce R. helvetica jsou obvykle povazovany za mirné onemocnéni, projevuji se vétSinou
bolestmi hlavy a svalli, miZe se objevit vyrdzka, popiipad¢ i ptiskvar. Byly vSak hlaSeny

Lécba pacientli s moznou rickettsiézou by méla byt zahdjena uz v piipadé¢ podezieni
a béhem doby ¢ekani na potvrzujici vySetfeni. Nékteré infekce mohou byt totiz velmi rychle
progresivni a mit fatdlni nasledky. Okamzita 1écba tetracyklinovymi antibiotiky,

nejcasteji doxycyklinem, je vhodna pro v§echny vékové skupiny (URL 5).

Obr. 5: Elektrongram Rickettsia helvetica z endomyokarditis.
(http://www.szu.cz/tema/prevence/onemocneni-prenasena-klistaty-v-ceske-republice)
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3 Metodika

3.1 Sbér klist’at

Typickym mistem vyskytu klistat obecnych ve méstech jsou parky. Klist'ata byla sbirana
metodou vlajkovani (Obr. 6) v brnénskych parcich a na dalSich travnatych plochach.
K vlajkovani byla pouzita vlajka z bilého pevného platna o rozmérech 1 x 1 m. Principem
vlajkovani je smykani vlajky po travé ¢i jiné vegetaci. Po kazdém metru se vlajka otoci
a prichycend kliStata se pinzetou sesbiraji do zkumavek, které jsou nasledné popsany.
V laboratofi byla klist'ata rozttidéna podle vyvojového stadia (larva, nymfa, imago) a pohlavi

(samice, samec).

Obr. 6: Vlajkovani.
(https://www.zdraviamy.cz/wp-content/uploads/2017/05/vlajkov%C3%A1n%C3%AD-720x340.jpg)

3.2 lzolace DNA

Klistata byla pouzita kizolaci DNA a to spouzitim NucleoSpin™ Tissue soupravy
(Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Némecko). Klist’ata (samice a samci po jednom,
larvy a nymfy po péti kusech) byla presunuta do mikrocentrifugacni zkumavky. Do kazdé
zkumavky bylo pfidano180 pL pufru T1 a 25 pL roztoku proteinazy K (Obr. 7). Zkumavka
byla zvortexovana. Zkumavky byly poté umistény do homogenizatoru (MagNALyser)
pti 7000 X 99 s (dvakrat po sobg). Déle byly zkumavky inkubovany v tfepacim inkubétoru
pii 56° C aspon 3 hod.
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Do kazdé¢ zkumavky bylo ptfiddno 200 pL pufru B3. Zkumavka byla zvortexovana
a vlozena do inkubatoru pii 70° C po dobu 10 min. Z kazdé zkumavky bylo piepipetovano
600 pL cistého vzorku do 210 pL etanolu (96-100 %).

Zkumavky byly zvortexovany a umistény do centrifugy na 5 min pii 11,500 x g. Vzorky
byly piepipetovany do zkumavek s kolonkou a centrifugovany 1 min na 11,000 x g. Kolonky
byly pfemistény do nové zkumavky a bylo k nim pfidano 500 pL pufru BW. Zkumavky byly
centrifugovany 1 min pii 11,000 x g (Obr. 8). Kolonky byly opét pifemistény do nové
zkumavky a bylo k nim pfidano 600 pL pufru B5 (nafedéného 96 % etanolem). Zkumavky
byly umistény do centrifugy na 1 min pti 11,000 x g. Protekld kapalina byla odstranéna
a zkumavky znovu centrifugovany 1 min pii 11,000 x g.

Kolonka byla umisténa do 1.5 mL mikrocentrifugacni zkumavky abylo pfidano
100 pL pufru BE. Zkumavky byly inkubovany pii pokojové teplot¢ na 5 min a dale
centrifugovany na 1 min pfi 11,000 x g. Vyslednd DNA byla skladovana pii -20 °C.

Obr. 7: Pufry pouzité pii izolaci DNA. (Vlastni fotografie)
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Obr. 8: Vzorky ptipravené k centrifugaci. (Vlastni fotografie)

3.3 Polymerazova retézcova reakce

Polymerazova fetézcova reakce (PCR) byla zavedena vroce 1983 Kary Mullisem,
ktery za tento objev obdrzel Nobelovu cenu za chemii. Jedna se o snadnou metodu zmnoZzeni
useku DNA, zalozenou na principu replikace nukleovych kyselin (URL 13).

K detekci Anaplasma sp. byla pouzita nested PCR amplifikujici gen 16S rDNA
(Massung et al., 1998). Béhem této metody byla pouzita fada &tyf primerd: ge3a a gelOr
(dlouhé 932 bp) a ge2 a ge9f (dlouhé 546 bp), (Tabulka 1).

Tabulka 1: Primery pouzité pii nested PCR.

Primer |Oligonukleotidova sekvence

ge3a 5’"CACATGCAAGTCGAACGGATTATTC3’

gelor |S'TTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC3’

ge2 5'GGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGG3’

geof 5’ACCGGATTATTCTTTATAGCTTGC3’
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V prvnim kroku PCR byly pouzity primery ge3a a gelOr. Reakéni smés pro jeden vzorek
0 objemu 25 pL byla slozena z 12,5 pL. Master Mixu, 1 pL kazdého primeru (natfedéné
v poméru 90 pL PCR H20 a 10 pL primeru), 9,5 uL. PCR H2O a 1 uL DNA. Hotova reakéni
smes byla kratce zvortexovana a centrifugovéana 5 s pii 11,000 x g. Michéni smési probihalo
V laminarnim boxu. Pro PCR byla pouzita pozitivni a negativni kontrola. Negativni kontrola
obsahovala misto DNA 1 pL PCR H20. Pozitivni kontrola obsahovala 1 uL DNA
A. phagocytophilum potvrzené sekvenaci. Zkumavky byly vlozeny do termocycleru.

PCR probihala v termocycleru, kde na vzorky pusobily rizné teploty po pevné stanovenou
dobu v opakujicich se cyklech. Cela reakce byla zahajena pocate¢ni denaturaci,
ktera probihala 1 min pfi 94 °C. Dale nasledovaly tfi faze cyklu.

Prvni fazi byla denaturace, kde byla dvousroubovice DNA rozpletena na dva fetézce.
Denaturace probihala 15 s pii 94 °C.

Druhou fazi bylo nasednuti primert (annealing), pfi které byly primery specificky spojeny
s komplementarnimi oblastmi na templatové DNA ve sméru od konce 5" ke konci 3.
Tato faze probihala 15 s pii 50 °C.

Posledni fazi cyklu byla syntéza DNA, ktera probihala 45 s pti 72 °C. Pii této fazi byly
volné nukleotidy pfipojeny k vldknu DNA dle principu komplementarity dusikatych bézi.
Cely cyklus byl 35 x opakovan.

Zavéreénym krokem celé reakce byla konec¢na elongace, ktera probihala 10 min pii 72 °C.
V tomto kroku byla dokoncena syntéza fetézcii DNA a celd reakce byla schlazena na 10 °C.

Pti druhém kroku nested PCR byly pouZity primery ge2 a ge9f. Reakéni smés byla slozena
z 12,5 pL Master Mixu, 1 pL od kazdého primeru (nafedéné v poméru 90 pL PCR H2O
a 10 pL primeru), 8 uL PCR H20 a 1 pL produktu z prvého kroku PCR reakce. Zkumavky
byly opét vloZzeny do termocycleru a reakce byla zahdjena pocCatecni denaturaci,
ktera probihala po dobu 1 min pii 94 °C. Dale nasledoval cyklus sloZeny ze ti fazi.

Prvni fazi byla denaturace, ktera probihala 15 s pii 94 °C. Poté nasledovalo nasednuti
primert, které probihalo 15 spifi 48 °C. Posledni fazi cyklu byla syntéza DNA,
ktera probihala 45 s pti 72°C.

Poslednim krokem celé reakce byla zadvérecna elongace, ktera probihala 10 min pii 72 °C

a na zaveér byla cela reakce schlazena na 10 °C.
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K detekci Rickettsia sp. byla vyuzita jednoducha polymerazova fetézcova reakce
amplifikujici gen gItA (Regnery et al., 1991). Vzorek pro PCR o objemu 25 uL obsahoval
12,5 uL Master Mix, 1,25 uLL primer 1. a 1,25 puL primer II. (nafedéné v poméru 90 pL
PCR H20 a 10 pL primeru), 7,5 uL PCR H20 a 2,5 uLL DNA.

Negativni kontrola byla pfipravena piidanim 2,5 uL. PCR H2O do zkumavky s 22,5 uLL
reakéni smési. Pozitivni kontrola byla pfipravena piiddnim 2,5 pL. pozitivniho vzorku
k reakéni smési. Do zbylych zkumavek bylo k reakéni smési ptidano 2,5 pL ziskané DNA.
Zkumavky byly vlozeny do termocycleru.

PCR reakce byla zahijena pocatecni denaturaci, kterd probihala 5 min pii 95 °C.
Dale nasledovaly tii faze cyklu. Prvni fazi byla denaturace, ktera probihala 20 s pti 95 °C,
nasledovalo nasednuti primert, které probihalo 30 spii 57 °C. Posledni fazi cyklu byla
syntéza DNA, kterd probihala 1 min pii 72 °C. Tento cyklus byl 40 x opakovan (URL 12).
Cela PCR reakce byla ukon¢ena zavére¢nou elongaci, ktera probihala 5 min pfi 72 °C a reakce

byla schlazena na 10 °C (URL 13).

3.4 Gelova elektroforéza

Pro gelovou elektroforézu byl pouzit 1,5% agarézovy gel. Do Erlenmayerovy banky byly
navdzeny 3 g agardzy. Dale bylo pfiddno 200 mL TBE (Tris Borate EDTA) pracovniho
roztoku. Smes byla povafena v mikrovinné troubé na 4 min pti 450 W. Ohtaty roztok byl
schlazen pod proudem tekouci vody a bylo pfidano 200 uLL Midori green (MG04).

Do velké formy na gel byly vlozeny hiebeny. Agar6zovy gel byl pomalu pielit do formy
a vzniklé bubliny byly odstranény. Gel tuhl po dobu 30 min. Ze ztuhlého gelu byly vyjmuty
hiebeny, které vytvofily jamky pro naneseni vzorkd. Forma s gelem byla pfemisténa
do elektroforetické vany.

Do jamek gelu byl nanesen Zebficek (3 uL 100bp DNA Marker Ladder) a po 10 pL
pozitivni kontrola, negativni kontrola a vzorky (Obr. 9). Elektroforéza probihala pii napéti
120V po dobu 60 min. Po prob&hnuti elektroforézy byl gel pfemistén na UV transiluminator,

kde byly potizeny fotografie.
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Obr. 9: Foceni gelu v transiluminatoru. (Vlastni fotografie)

3.5 Statistické zhodnoceni vysledkii

Platnost vysledkii vyzkumu byla ovéfena pomoci statistické metody chi-kvadrat testu
nezavislosti, ktery umoznil stanovit vztah mezi lokalitou sbéru klist’at a ptitomnosti patogeni
u vySetfovanych klistat. Pomoci hodnoty chi-kvadrat testu byla urcena pravdépodobnost
(hodnota p), sjakou plati nulova hypotéza, ktera byla dale porovnavana s hladinou
vyznamnosti (u epidemiologickych studii 0,05).

Pokud je pravdépodobnost nizsi nez 0,05, chi-kvadrat test nezavislosti potvrdil alternativni
hypotézu, tj. ze existuje spojitost mezi pritomnosti patogeni u klistéte a jeho vyskytem.
Pokud je pravdépodobnost vyssi nez 0,05, je potvrzena nulova hypotéza, tj. ze neexistuje

spojitost mezi t€émito dvéma parametry (URL 18).
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4 Vysledky

V méstské Casti Brno-Bystrc byla kliStata sbirdna v Zoologické zahrad¢ a v pfirodnim
parku Podkomorské lesy (Obr. 10). V okoli Brnénské piehrady byla klistata sesbirana
v lokalitach Kozi horka a Pfistavisté Bystrc (Obr. 10). V ¢asti Brno-Pisarky byla klistata
sbirana v parcich Masarykuv Haj, Wilsonuv les a v parku Anthropos (Obr. 11).

Celkem se podatilo nasbirat 390 klist’at, ktera byla rozd€lena do 115 vzorkl (jeden vzorek

tvotilo pét nymf nebo larev, kazdé imago tvofilo samostatny vzorek).

Brno-Bystrc a piehrada
Zoologicka zahrada

(PFirodni park Podkomorské lesy

Obr. 10: Oblasti sbéru klist'at v Bystrci a u Brnénské piehrady.
(https://mapy.cz/zakladni?x=16.4787807&y=49.2338165&z=13&source=ward&id=14645)
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Obr. 11: Oblasti sbéru klist’at v Pisarkach.
(https://mapy.cz/zakladni?x=16.5554490&y=49.1934246&z=14&source=ward&id=14983)

Celkové bylo 26 vzorkd (22,6 %) pozitivnich, alesponl na jednoho ze dvou testovanych
patogenli, smiSena infekce (souCasné¢ oba patogeny) byla zjiSténa u 1 vzorku. Nejvyssi
pozitivita byla u larev (50 %), v porovnani s dospélci (26 %) a nymfami (20,9 %),
(Tabulka 2). U dospélcti byla vyssi pozitivita u samct (35,7 %, 28 jedincii) v porovnani
se samicemi (11,1 %, 18 jedinct), (Tabulka 3).

Tabulka 2: Prevalence dvou patogenti v jednotlivych vzorcich dle stadii.

Stadium | Pocet vzorki |Pozitivni | Prevalence
Larvy 2 1 50 %
Nymfy 67 14 20,9 %
Dospélci |46 12 26 %

Tabulka 3: Prevalence dvou patogenti v jednotlivych vzorcich dle pohlavi.

Pohlavi Pocet vzorki |Pozitivni | Prevalence
Samci 28 10 35,7%
Samice 18 2 11,1 %
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Bakterie Anaplasma sp. byla zjisténa celkem u 4 vzorka (3,5 %), konkrétné 2 vzorky

samcu (50 %) a 2 vzorky nymf (50 %), (Tabulka 4). Nejvyssi prevalence byla zaznamenana

fvwr

Brnénské piehrady (2,2 %), (Tabulka 5).

Tabulka 4: Rozdéleni pozitivnich vzorkti na Anaplasma sp. dle pohlavi a stadii.

Pohlavi / stadium | Poéet vzorku | Pozitivni | Prevalence
Nymfy 4 2 50 %
Samci 4 2 50 %

Tabulka 5: Detekce Anaplasma sp. v klistatech dle brnénskych lokalit.

Lokalita |Pocet vzorku |Pozitivni | Prevalence
Bystrc 15 1 6,7 %
Pisarky 55 2 3,6%
Pichrada 45 1 2,2%
Celkem 115 4 3,5%

Pro Anaplasma sp. byla hodnota p = 0,715, coz potvrzuje nulovou hypotézu, tzn., neni
vztah mezi lokalitou sbéru klist'at a pfitomnosti patogenu Anaplasma sp., mezi lokalitami tak

nebyl statisticky vyznamny rozdil v prevalenci.

Bakterie Rickettsia sp. (Obr. 12) byla zjisténa u 23 vzorka (20 %). Nejvice pozitivnich
vzorkl na Rickettsia sp. bylo zaznamenano u nymf (52,2 %, 12 vzorkd) a u dospélct (43,5 %,
10 vzorkl). U larev byl zjistén pouze 1 pozitivni vzorek (4,3 %), (Tabulka 6). U dospélct
byla vyssi pozitivita u samci (34,8 %, 8 vzorkil) v porovnani se samicemi (8,7 %, 2 vzorky),
(Tabulka 7).

Nejvyssi hodnota prevalence byla zjisténa v Pisarkach (27,3 %), dale v méstské
Casti Bystrc (26,7 %), zatimco nejnizsi prevalence (8,9 %) byla zjisténa v okoli Brnénské
piehrady (Tabulka 8).

Tabulka 6: Rozdéleni pozitivnich vzorkt na Rickettsia sp. dle stadii.

Stadium | Pocet vzorku | Pozitivni | Prevalence
Larvy 23 1 43 %
Nymfy 23 12 52,2 %
Dospélci 23 10 43,5 %
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Tabulka 7: Rozdéleni pozitivnich vzorkt na Rickettsia sp. dle pohlavi.

Pohlavi Pocet vzorki | Pozitivni | Prevalence
Samice 23 2 8,7%
Samci 23 8 34,8 %

Tabulka 8: Detekce Rickettsia sp. v klistatech dle brnénskych lokalit.

Lokalita |Pocet vzorku |Pozitivni | Prevalence
Pisarky 55 15 27,3 %
Bystrc 15 4 26,7 %
Piehrada 45 4 8,9 %
Celkem 115 23 20 %

Pro Rickettsia sp. byla hodnota p = 0,026, coz potvrdilo alternativni hypotézu, Ze existuje
vztah mezi lokalitou sbéru klist'at a pritomnosti patogenu Rickettsia sp., mezi lokalitami tak

byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v prevalenci. Cely postup vypoctu chi-kvadrat testu

nezavislosti je uveden v pfiloze 1.

L K+ K- 2122 23242526 27 28 29 3031 32 33.34 3536 37

Pozitivni kontrola OGRS
Pozitivni vzorek

Negativni kontrola

Z

-
¥ e as ow . ... e R

Zebricek
Obr. 12: Fotografie gelu s popisky potizena po dokonéeni PCR k detekci Rickettsia sp. (Vlastni fotografie)
Pozitivni vzorky ¢.: 21, 22, 25, 26, 28, 30, 33, 35, 36; negativni kontrola K™ a pozitivni kontrola K+. Dale
zebiicek L (100bp DNA ladder; BIOSYSTEMS), (URL 17).
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5 Diskuze

Bakterie Anaplasma sp. jsou puvodci fady zavaznych onemocnéni. To stejné plati
I pro bakterie z rodu Rickettsia. K pfenosu téchto onemocnéni slouzi vektor, kterym byva
nejéastdji klisté. Na tzemi Ceské republiky to je klisté obecné (I. ricinus). V dasledku
klimatickych zmén se na naSem uzemi v poslednich letech vyskytuji 1 dal$i druhy klistat
pivodem z jiznich kraji. Tyto nové neptivodni druhy klistat mohou do Ceské republiky
prinést také nové bakterie a nemoci. Piikladem toho je pijak luzni (Dermacentor reticulatus),
ktery je pfenaSeCem zavazného psiho onemocnéni psi babeziézy (URL 20).

Na zakladé mych vysledku se ukazuje, ze se bakterie Rickettsia sp. vyskytuje na tizemi
Brna Castéji, nez bakterie Anaplasma sp. Nejvyssi prevalence byla zjisténa v méstské Casti
Brno-Pisarky, ze které pochazelo 55 vzorki. Anaplasma sp. byla v této méstské ¢asti zjisténa
s prevalenci 3,6 % a Rickettsia sp. s prevalenci 27,3 %.

Vychazejice z vysledkt, v piipadé Rickettsia sp. byl zjistén statisticky vyznamny rozdil
(hodnota p = 0,026) mezi lokalitami.

Vyskyt bakterii Anaplasma sp. a Rickettsia sp. u klistéte obecného v riznych lokalitach

Anaplasma sp. detekovana v nasledujicich lokalitich v Ceské republice: Praha 0,7 %,
Plzeti 2,6 %, Ostrava 6,1 % a Ceské Bud&jovice 1,9 %. V ptipadé Rickettsia sp. to bylo:
Praha4,9 %, Plzen 2,6 %, Ostrava 2.9 % a Ceské Budgjovice 3,9 %. Prevalence
Anaplasma sp. zjisténa v mé praci je srovnatelnd s prevalenci v jinych méstech, naopak
prevalence Rickettsia sp. zjisténa v mé praci se lisi od prevalenci zjisténych v jinych méstech.
Tento fakt miiZze byt zpusoben piedev§im odlisSnym poctem vySetiovanych vzorku.

Dalsi podobny vyzkum byl proveden v Hamburku v roce 2011 (URL 14) s celkovym
poctem 1400 vzorkt klistéte obecného. Bakterie Anaplasma sp. byla zjisténa s prevalenci
3,6 % a Rickettsia sp. s prevalenci 52,5 %. Duvodem vyssiho vyskytu bakterie Rickettsia sp.
muze byt souhra nékolika faktorti, jednd se o pfimotskou oblast a zaroven velkoméstskou
aglomeraci s velkym vyskytem ptactva a hlodavct, ktefi se fadi mezi ¢asté hostitele klistat.

Vyskyt Anaplasma sp. byl na izemi Brna zkouman také u lidi. B€hem let 2015 az 2017
byla provedena studie ve FN u sv. Anny. Sérologickymi metodami imunoblot
a microblot-array byla prokazana prevalence u lidi 2,4 % (URL 16). Tato prevalence je
srovnatelna s prevalenci u klist’at (3,5 %), zjiSténou v mé studii.

Zhodnotime-li prevalenci pozitivnich vzorkl dle stddia vyvoje a pohlavi, dvé pocetné

prevladajici skupiny jsou nymfy (20,9 %, 14 vzorkll) a samci (35,7 %, 10 vzorki).
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Tuto pomérné vysokou prevalenci samcii oproti samicim (11,1 %) lze vnimat pozitivné,
protoze nesaji krev, tim padem nemiize dojit k pfenosu patogenti na hostitele.

Nejvice vzorklt vmé praci pochidzelo z méstské Casti Pisarky a z oblasti Brnénské
piehrady. Tento fakt koresponduje s rozhodujici podminkou pro vyskyt klistat, kterou je
vysoka vlhkost. Pro tyto oblasti je také charakteristicky niZzs$i podrost s travinami. Oproti tomu
v Bystrci, kde prob¢hl sbér ve smiSeném lese s nizsi vlhkosti a casteéné i Vv lesoparku
brnénské ZOO, byl nasbiran nizsi pocet vzorku.

Z hlediska vyskytu I. ricinus na uzemi mésta Brna jsou vyznamné parky, ale je tieba
nezapominat i na brnénskou ZOO. Jedna se o oblast s vysokou navstévnosti (ro¢né 300 000),
zaroven se jednd o misto S vysokou hustotou vyskytu mnoha druhli exotickych zvirat.
Navstévnici ZOO by méli dbat na vhodnou prevenci pied klistaty (repelent) a vyhybat se
kontaktu se zvifaty, kterd by mohla byt jejich ptenaSeci.

Obecné ke zvysenému vyskytu klistat na tizemi Ceské republiky dochazi ve dvou hlavnich
vinéach, na jafe a na podzim. Nejrizikovej$imi misty jsou biehy vodnich tokt a ploch, okraje
lesti s nizkym podrostem a travinami a také vétsi méstské parky a zahrady. Zasadou je
zabranit napadeni klist'aty pti pobytu v ptirodé a jejich v¢asné odstranéni, pokud Kk napadeni

doslo.
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6 Zavér

Hlavni cilem moji prace byl sbér klistat na Gzemi mésta Brna a detekce bakterii
Anaplasma sp. a Rickettsia sp. Z tohoto pohledu byla prace uspé$na, vSechny odebrané
vzorky byly vySetieny modernimi molekuldrnimi metodami a byla stanovena mira prevalence
pro vybrané brnénské oblasti se statistickym vyhodnocenim. Pozitivni vzorky byly zaslany
na sekvenaci. Jedna se o pilotni studii, ktera bude zdkladem pro rozsahlejsi vyzkum v danych
lokalitach, a to jak v del§im ¢asovém horizontu, tak s vétSim po¢tem vzorkd.

Jak bylo zminéno v uvodu, tyto bakterie zpuisobuji mnoho zdvaznych onemocnéni zvirat
i lidi, a proto je jejich monitoring v prostfedi velice dulezity z hlediska prevence pied t¢émito
nemocemi, ale také z hlediska sledovani vztahi hostitel, patogen a vektor. Zavérem lze
konstatovat, ze nejucinnéj§im zptisobem prevence pied anaplazmovou a rickettsiovou infekci

je pfedevsim ochrana pied vektory, tj. pred klistaty.
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Seznam zkratek

DNA Deoxyribonukleova kyselina
ELFO Elektroforéza

EM Erythema migrans

HGA Human granulocytic anaplasmosis (lidska granulocytarni anaplazmoéza)
HGE Human granulocytic ehrlichiosis (lidska granulocytarni ehrlichiéza
HME Human monocytic ehrlichiosis (lidska monocytarni ehrlichidza)

PCR Polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)

SFG Spotted fever group

TBC Tris Borate EDTA (roztok)
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Obr. 11: Oblasti sbéru klist'at v Pisarkach.
Obrazek stazen z: https://mapy.cz/zakladni?x=16.5554490&y=49.1934246&z=14&source=w
ard&id=14983
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10 Priloha 1: Postup vypoctu chi-kvadrat testu
nezavislosti

Pro Anaplasma sp.:

Nejdiive byla vytvofena tabulka pozorovanych cetnosti (Tabulka 1). Nasledné byly

spoc€itany soucty fadki nj (modte), sloupct nj (zlute) a celkovy soucet vSech prvki n (zeleng).

Tabulka 1: Pozorované ¢etnosti nij - Anaplasma sp.

Bystrc (A) Pisarky (B) | Pichrada (C) N
ANO 1 2 1 4
NE 14 53 44 111
ni 15 55 45 n=115

Nasledné byly vypocitany piedpokladané Cetnosti ejj podle vzorce e;; =

hodnoty byly vlozeny do tabulky ptedpokladanych ¢etnosti (Tabulka 2).

Tabulka 2: Ptfedpokladané ¢etnosti eijj - Anaplasma sp.

Bystrc (A) Pisarky (B) Pichrada (C)
ANO | 0,52173913 1,91304348 1,56521739
NE 14,4782609 53,0869565 43,4347826

Dalsim krokem bylo vytvofeni tabulky testovacich kritérii Kjj (Tabulka 3) a dopod¢itani

hodnot Kijj podle vzorce K;;

_ () —ey)?

eij

Tabulka 3: Testovaci kritéria Kjj- Anaplasma sp.

Bystrc (A) Pisarky (B) Piehrada (C)
ANO | 0,4384059 0,0039525 0,204106
NE 0,0157984 0,0001424 0,0073552

. Spocitané

Nasledné byla spocitana hodnota chi-kvadrat (chi-sq) jako soucet vSech Kijj a vyhodnocena
pravdépodobnost (p-value), Ze vliv prvkit A, B a C je nevyznamny. K tomu byla vyuzita
funkce v Microsoft Excelu = CHIDIST (URL 19).
chi-sq = 0,669760
p-value = 71,5 %
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Pro Rickettsia sp.:

Nejdiive byla vytvofena tabulka pozorovanych cetnosti (Tabulka 4). Nasledné byly

spocitany soucty fadki nj (modte), sloupct nj (zlute) a celkovy soucet vSech prvki n (zeleng).

Tabulka 4: Pozorované ¢etnosti njj -Rickettsia sp.

Bystrc (A) Pisarky (B) | Ptehrada (C) nj
ANO 4 15 4 23
NE 11 40 41 92
ni 15 55 45 n=115

Nasledn€ byly vypocitany piedpokladané Cetnosti ejj podle vzorce e;; = nl;

hodnoty byly vlozeny do tabulky ptedpokladanych ¢etnosti (Tabulka 5).

Tabulka 5: Pfedpokladané Cetnosti ejj - Rickettsia sp.

Bystrc (A) Pisarky (B) Piehrada (C)
ANO 2,2 11 9
NE 8,8 44 36

Dalsim krokem bylo vytvoifeni tabulky testovacich kritérii Kjj (Tabulka 6) a dopog¢itani

hodnot Kij podle vzorce K;;

_ () —eip)?

eij

Tabulka 6: Testovaci kritéria Kij - Rickettsia sp.

Bystrc (A) Pisarky (B) Piehrada (C)
ANO 1,472727 1,454545 2, 777777
NE 0,55 0,363636 0,694444

. Spocitané

Nasledné byla spocitana hodnota chi-kvadrat (chi-sq) jako soucet v§ech Kjj a vyhodnocena

pravdépodobnost (p-value), Ze vliv prvkit A, B a C je nevyznamny. K tomu byla vyuZita
funkce v Microsoft Excelu = CHIDIST (URL 19).

chi-sq = 7,313129

p-value = 2,6 %
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