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1. Uvod

1.1. Charakteristika ¢eledi Babesiidae

Babesie jsou protozoalni mikroorganizmy pienasené klistaty. Jedna se 0 intracelularni
parazity erytrocyti vSech obratlovcu, které jsou diky své Cetnosti povazovany za druhy
nejvyznamnéjdi krevni patogen po trypanosomich . Patfi do kmene Apikomplexa
(Vytrusovci), ktery zahrnuje spoustu vyznamnych pivodct medicinskych ¢i veterinarnich
onemocnéni, jako je mnapt. Plasmodium spp. (malarie), Cryptosporidum spp.
(kryptosporidiéza), Toxoplasma gondii (toxoplazméza) a jiné 2. Pro babesie je charakteristicky
dvouhostitelsky cyklus, kdy mezihostitelem je obratlovec a definitivnim hostitelem vzdy
kliste. V erytrocytech obratlovcii probiha nepohlavni rozmnozovéni a ve stievech klistéte

dochézi k pohlavnimu mnozeni babesii 134,

Babesie jsou vyznamnym antropozoonim patogenem $ kosmopolitnim rozsifenim 1.

Jejich vyskyt byl zaznamenan v Evropé >°, Africe ’, Asii 89 Severni Americe 1%,
Jizni Americe 12, Australii ** a dokonce i v Antarktidé, kde byly diagnostikovany v krvi
tucnaka 14, Babesie se vyznacuji Sirokym hostitelskym rozpétim (stovky savéich hostiteld,
vcetné Clovéka a nékolika ptacich jedincll) a Skody jimi zpiisobené maji Siroky ekonomicky,

veterinarni a medicinsky dopad v mnoha statech svéta °.

Onemocnéni zpisobené babesiemi se V humanni mediciné nazyva lidska babezidza.
Kvili vzristajicim piipadim lidské babezidzy jak v USA, tak i v Evropé a moznosti pfenosu
pomoci krevni transfuze, vzriista vieobecné znepokojeni nad touto chorobou %7, Z hlediska
veterinarniho vyznamu jsou babesie puivodci tzv. zvifeci babezidzy. Toto onemocnéni se
objevuje nejen u volné Zijicich, ale i u hospodarsky vyznamnych zvifat. Nebezpecné jsou
obzvlasté bovinni babesie (naptf. Babesia bovis, Babesia bigemina), které zptsobuji velké

ekonomické $kody na hovézim dobytku pfevazné v subtropickych a tropickych oblastech 1%,

1.1.1. Historie

Prvni zminka o epidemii zplisobené babesiemi byla pravdépodobné zaznamenana
Vv knize Exodus 9:3. Za vlady faraona Ramsese II. doslo k hromadnému vymirani dobytka na
tzv. ,,dobytéi mor 18, Za objevitele babesii se povazuje rumunsky mikrobiolog Victor Babes,
ktery v roce 1888 v Rumunsku objevil tento patogen uvniti cervenych krvinek hospodaiského
dobytka (skot), kterému zptisoboval febrilni hemoglobinurii L. JelikoZ se tehdy domnival, Ze

se jedna o bakterii, pojmenoval ji jako Haematococcus bovis. V roce 1893 byl tento patogen



profesorem Starcovicim zarazen do fiSe protist a pfejmenovan po svém objeviteli jako B. bovis
9 Tentyz rok objevili Smith a Killborn pivodce texaské horecky skotu, zptisobené Pyrosoma
bigemina, pozdgji pfejmenované na B. bigemina 2° 4. Tento objev vedl k identifikaci pfenasece
Boophilus (Rhipicephalus) annulatus, coz byl prvni dokumentovany zastupce z kmene
Arthropoda, ktery dokdzal pienaset patogeny 2!. Eradikace klistéciho pienasece vedla v roce
1943 na uzemi USA k eliminaci této choroby ?2. Prvni piipad lidské babezidzy, kterou méla
na svédomi Babesia divergens, nastal v roce 1956 v Jugoslavii a skongil fatalné¢ pro
splencktomizovaného pacienta. Daleko ¢astéjsi je vSak lidska babezidza zpusobena Babesia
microti (kap. 1.6.), ktera byla poprvé zaznamenana v roce 1969 na izemi USA a onemocnéni

bylo pojmenovano jako , Nantucket fever 23,

1.1.2. Fylogenetické postaveni babesii

Babesie patii do kmene Apikomplexa, tiidy Hematozoea, fadu Piroplasmida a ¢eledi
Babesiidae. V soucasné dobé existuje vice nez 100 druhii babesii 1. V minulosti byly babesie
rozdéleny do dvou skupin podle jejich morfologie, patogenniho ucinku a citlivosti k 1é¢ivim.
Prvni skupina byla pojmenovana jako ,,malé* babesie (trofozoiti 1,0 — 2,5 um), do které pattily
napi. Babesia gibsoni a B. microti. Tato skupina je blizce ptibuzna theileriim. Druha skupina
,velké babesie (trofozoti 2,5 — 5,0 um) zahrnovala napf. B. bovis a Babesia canis 2. Toto
rozdéleni ma vyznam i v Zivotnim cyklu babesii, kdy se u ,,malych* babesii vyskytuje pouze
transstadialni pienos, kdezto pro ,,velké* babesie je typicky jak transstadialni, tak i navic

transovarialni penos L.

Na zaklad¢ podobnosti (morfologie, Zivotni cyklus) byly nékteré theilerie fazeny
k babesiim. Teprve pouziti elektronového mikroskopu vedlo k detailnéj$imu pozorovani
rozdili mezi buikami a téz objasnéni zivotniho cyklu (kap. 1.1.3.). Tyto poznatky poslouzily
k presné¢jsimu zatrazeni tehdejsich zastupci z piroplasmid do ¢eledi Babesidae, ¢i Theileridae
a Vv n¢kterych piipadech to vyustilo k piejmenovani parazita (Babesia equi -
Theilerie equi) 2. Nicméné i tak ziistalo nékolik protozoi (napt. Cytauxzoon felis, B. microti,

B. gibsoni, T. equi) s nejistym postavenim v systému Piroplasmid °.

Teprve s nastupem molekuldrnich metod v taxonomii doslo k spolehlivému odliseni
mezi babesiemi a theileriemi. Fylogenetické analyzy byly zalozené na amplifikaci DNA genu
malé ribosomalni podjednotky RNA genu (18S rDNA). Schnitter a kolegové 17 navrhli
rozdéleni babesii a thelerii do Sesti monofyletickych skupin na zakladé¢ fylogramu vytvoreného

bayesianskou analyzou (obr. 1) 7.
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Obr. 1: Fylogenetické vztahy v ramci fadu Piroplasmida. Konsenzus stromu z 17 000 vzorkovych

stromi zhotovenych bayseianskou analyzou na zakladé 603 sekvenci 18S rDNA. Pro kofen stromu byl zde pouzit

organismus Cardiosporidium cionae. Métitko (0,9) udava pocet substituci v nukleotidech. Posteriorni

pravdépodobnost je zobrazena nad hlavni vétvi. Fylogenetické zatazeni B. microti je znadeno Sipkou 7.

Prvni skupina (I) je sesterskou skupinou pro v§echny zastupce z fadu Piroplasmida, do

kterého patii babesie kockovitych Selem (Babesia leo, a Babesia felis) a hlodavci

(B. microti a Babesia rodhaini). Ptedpoklada se, Ze tato zvitata byla prvnimi hostiteli babesii.

Druha skupina (II) obsahuje Babesia duncani (ziskana z lidskych izolatt), Babesia conradae,
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Babesia poelae a Babesia lengaue. Na zakladé morfologie a ultrastruktury jsou B. duncani a
B. conradae nerozlisitelné od B. microti. Treti skupina (III) je rozdélend do dvou vétvi. Do
vétve A (IITA) patii Theileria youngi, Theileria bicornis a Babesia sp.. Ve vétvi B (111B) se
vyskytuje Cytauxzoon spp.. Ctvrta skupina obsahuje T. equi a Babesia bicornis. Pata skupina
reprezentuje pravé theilerie (theilerie sensu stricto), kam pati Theileria annulata, Theileria
parva, Theileria buffeli, Theileria lestoquardi. Posledni Sesta skupina, babesia sensu stricto,
je tvofena babesiemi napadajici karnivorni $elmy (B. gibsoni, B. canis, Babesia rossi a Babesia

vogeli), kopytniky (B. bovis, B. bigemina a B. divergens), ¢i hlodavce *'.

1.1.3. Zivotni cyklus

Zivotni cyklus babesii je charakterizovan stiidanim hostiteld. V mezihostiteli
(obratlovec) probiha asexualni mnozeni a Vv definitivnim hostiteli (klist€¢) dochazi
k pohlavnimu rozmnozovani *!°. Babesie jsou pienaseny vyhradné klistaty ze skupiny
Ixodidae. Nicméné¢ existuje jedna vyjimka, kdy byla zaznamenana ptitomnost Babesia meri v

Ornithodorus erraticus, coz je klisté ze skupiny Argasidae 2°.

Vyvojovy cyklus babesii se skladd ze tifi fazi: sporogonie (klist€), merogonie
(obratlovec) a gamogonie (klist¢) (obr. 2). K ptenosu babesii dochazi prostiednictvim sani
klistéte na mezihostiteli. Klist¢ injikuje do mezihostitele sporozoity (Sz), kteti napadaji jeho
erytrocyty L. V nich se vyviji trofozoiti (T), u kterych dochazi k asexualnimu mnozeni (binarni
déleni) a produkci merozoit (M), kteti nékdy mohou tvofit tetraidni formy (,,maltézsky kiiz*).
Merozoiti napadaji dalSi erytrocyty a opét se mnoZzi. Po nékolika cyklech mnoZeni se
z trofozoit vyvinou pre-gametocyty (G1) a ty jsou pak nasany klistétem 228, Ve stievé klistste
nastava gamogonie, kdy se pre-gametocyty vyviji v gametocyty (G2) a ty se méni v tzv.
,»Strahlenkorper (= ,,ray bodies”) gamety (SK), které nasledné splyvaji v diploidni otrnénou
pohyblivou zygotu (Z) 318, Zygota penetruje do stfevnich bunék a prosttednictvim meiézy se
déli na pohyblivé haploidni kinety, které se uvolni do hemolymfy a odtud napadaji riizné tkané
klistéte (pi. ovaria dosp€lé samice (= transovarialni pienos), slinné zlazy), ve kterych se mtizou
nepohlavné rozmnoZovat *. Sporogonie je zahdjena aZ po migraci kinet do slinnych Zl4z (S%).
Zde se méni v mnohojaderny dormantni sporoblast (St), ktery se aktivuje az béhem sani
dalsiho stadia klistéte (= transstadialni ptenos) na mezihostiteli. Aktivace ma za nasledek
produkci sporozoitt, ktefi jsou inokulovany do obratlovce prostfednictvim slin ze slinnych

714z klistste 27,



V zavislosti, jestli se jedna o ,,velké“, nebo ,,malé* babesie (kap. 1.1.2.), rozliSujeme
dva typy pifenosu: transovarialni (,,velké* babesie) nebo transstadialni (,,velké™ babesie a
,,malé“ babesie) 1. V piipadé transovarialniho pfenosu napadaji kinety ovaria dospélych
samic klistéte a infekce je prenesena do sntisky vajicek. Vylihnuté larvy jsou jiz infek¢ni pro
mezihostitele. Naproti tomu u zéastupcti ,,malych* babesii se vyskytuje pouze transstadialni

prenos, kdy dochazi k pfenosu patogenu z jednoho stadia klistéte do druhého (obr. 1) ¥

Klisté — definitivni hostitel Obratlovec - mezihostitel
transstadidini p. - . \
nymfa < <
Si ".. .. . T

"‘: e \d
V e
. transovarialni p.
larva * - St "
ovaria ‘
K "\
’ /

merogonie (erytrowty)

G|

4 e < G2
" sk gamogonie (stfevo)

Obr. 2: Zjednoduseny Zivotni cyklus Babesia spp. Sporoziti (Sz) jsou spoleéné se slinami klistéte

sporogonie (hemolymfa)

injikovany do obratlovce a invaduji erytrocyty. Zde se vyviji v tzv. trofozoity (T), ktefi se mnozi procesem
merogonie a davaji  vznik merozoitim (M) a c¢astené prvotnim  sexudlnim  stadiim,
pre-gametocytim (G1). Béhem sani klistéte se G1 dostanou do lumen klistéciho stfeva, zde dozravaji
v gametocyty (G2) a poté se méni v gamety, tzv. Strahlenkorper (Sk). Splynutim gamet vznika pohybliva zygota
(2), ktera invaduje bunky stieva a meidzou se déli na pohyblivé kinety invadujici dalsi tkané klistéte veetné ovarii

(transovarialni ptenos) a slinnych zlaz (transstadialni ptenos) (upraveno z 26).

1.2. Morfologie buiiky

Zakladni infekéni jednotka u zastupci z kmene Apikomplexa se nazyva zoit
(obr. 3). Jedna se o unikatni buiiku, ktera se vyskytuje u invazivnich stadii ?6. Jeho povrch
buniky, pelikula, je tvofen vné&j$i plazmatickou membrdnou a vnitinim membranovym
komplexem 2. V piedni ¢asti zoitu se nachazi charakteristicky ttvar, tzv. apikalni komplex,
ktery slouzi k prichyceni a priniku do hostitelské bunky. Sklada se ze dvou komponent:

skeletalni a sekretorickd. Skeletdlni ¢ast tvoii konoid, polarni kruh a subpelikularni

5



mikrotubuly. V sekretorické oblasti se nachazi mikronemy, rhoptrie a denzni granula. Tyto
struktury jsou asociované s penetraci do hostitelské buiiky 302, Mikronemy umoznuji pohyb
a naslednou vazbu na cilovou buiiku. Rhoptrie upravuji povrch hostitelské buiky a vytvaii
prostiedi, ve kterém zije parazit, tzv. parazitoforni vakuola (PFV). Denzni granula obsahuje

proteiny pro ipravu prostiedi a povrchu PFV 2833,

Obr. 3: Schématicky nakres zoitu. AP — apikélni komplex; AR — apikélni prsteny; CE — centrozom; DG —
denzni granula; ER — endoplazmatické retilkulum; G — Golgiho aparat; JA — jadro; KO — konoid; MI —
mitochondrie; MN — mikronema; MT — subpelikularni mikrotubuly; RO — rhoptrie; VNK — vnitini membranovy

komplex; VR — vieténko (upraveno z 32).

V ramci babesii mizeme nalézt par odliSnosti oproti standardni morfologii buiiky a
chovani vytrusovct. Babesie nemaji konoid a PFV vznika jen té€sné po vniknuti zoitu do bunky
a poté dezintegruje 3%, Zoiti se pohybuji klouzavym pohybem zprostiedkovanym proteiny
glideosomu 2. Hlavni protein Thrombospondin Related Adhesive Protein (TRAP) se nachézi
na povrchu zoitu, kde je sekretovan z mikronem a umoziuje transmembranovou vazbu mezi
receptory prostiedi a myosinem uvnitf zoitu 3!, Avsak existuje vyjimka, jako jsou theilerie,
které aktivné nepenetruji do bunky jako babesie, ale vstupuji do bunky metodou zvanou

,zazipovani %,

Dalsim charakteristickym znakem apikomplex je apikoplast, nefotosyntetizujici
plastid *’. Pravdépodobné vznikl sekundarni endosymbidzou vytrusovce a fotosyntetizujici
cervené fasy. Tento plastid ma genom o velikosti 35kb, obsahuje 4 membrany a jeho vyznam

spo¢iva v syntéze mastnych kyselin a isoprenoidii .



1.3. Ekologie babesii

1.3.1. Klist¢ jako ptirozeny vektor

Klistata jsou vyznamni krev-sajici parazité, jejichz nebezpeci tkvi ve schopnosti
pfenaset Siroké spektrum patogent. Mezi nejvyznamnéjsi klistaty pfendSena onemocnéni patii
klistova encefalitida, lymska borelidza, babezidza, theileriéza a anaplazmoza °. Existuje pres
900 druhu klist’at, které se fadi do kmene Arthropoda, podkmene Chelicerata, tiidy Arachnida,
fadu Acari/Acarina, podiadu Ixodida a v ramci podiadu do dvou velkych skupin Ixodidae
(,,hard ticks*), Argasidae (,,soft ticks*) a jedné malé skupiny Nuttalliellidae %.

Klistata maji té€lo rozd€lené do dvou c¢asti: predni ¢ast (gnathostoma) a zadni Cést
(idiosoma). V piedni casti se nachazi specializovany organ, hypostom, ktery slouzi
k proniknuti pokozkou a k sani krve hostitele. Na povrchu hypostomu je pfitomno nékolik fad
zahnutych zoubkd, které pomahaji klistéti udrZet se na hostiteli béhem sani. Povrch téla maji
kryty kutikulou, u skupiny Ixodidae je navic tvrdy hibetni stitek (scutum). U mnoha rodd se
vyskytuji po stranach hibetu oci (napi. Dermacentor, Hyalomma), avSak u né¢kolika rodi chybi
(Ixodes, Haemaphysalis) “°. V zadni ¢asti téla se nalézaji koncetiny. Larvalni stidium ma
6 nohou, zatimco nymfa a dospélec maji 8 nohou. Nenasati dospélci I. ricinus dosahuji

velikosti okolo 3mm a plné nasaté samice velikosti az 11mm *%,

Vyvoj klistat za¢ina oplozenym vajickem, ze kterého se vyviji larva, ktera hleda svého
hostitele. Po dokonceni sani se méni v nymfu, ktera opét musi najit svého hostitele. Po nasati
se prevléka do dospélce. Po kopulaci samice se samcem dochazi k tvorbé vajicek a cyklus se
uzavira. U nékterych rodu (napt. Ixodes, Haemaphysalis, Dermacentor) samec nesaje krev,
ale slouzi pouze k distribuci pohlavnich bun¢k do samice. Podle poctu stiidani hostiteld
Vv zivotnim cyklu rozliSujeme cykly na jedno-hostitelské (Boophilus), kde cely vyvoj probiha
pouze na jednom hostiteli. VV dvou-hostitelském (Rhipicephalus) cyklu probiha nejprve sani
larvy a nésledné nymfy na jednom hostiteli, po kterém se nasata nymfa prevlece do dospélce
a ten vyhledava nového hostitele. V troj-hostitelském (napt. Ixodes scapularis, I. ricinus)

cyklu potiebuje klisté k dokongeni svého vyvoje najit tfi riizné hostitele 342,

Klistata se bézn¢ vyskytuji ve vegetaci, kde ¢ekaji na svého hostitele a za pomoci
Hallerova organu, ktery se nachdzi na tarzalnim clanku pfednich nohou, vnimaji rtiznou
koncentraci CO2, teplotu a dalsi chemické slouceniny. Pii kontaktu s hostitelskou kuzi
nedochazi k okamzitému pfisati. Pomoci specializovanych smyslovych organt na palpach

probiha lokalizace nejvhodnéjsiho mista pro sani krve “°.
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1.3.1.1 Imunita klistat

Klistata maji imunitu podobné jako ostatni bezobratli zalozenou na humorélni a
bunétné  odpoveédi, ktera je vSak u  vSech  bezobratlych  nespecificka
) 43

(na rozdil od obratlovci) *°. Ve stievé Argasidae klist'at se vyskytuji dva komponenty, které

4 a defenziny *° prostfednictvim naruseni

ucinkuji proti mikroorganismim, lysozymy
peptidoglykanu bun&énych stén bakterii . Defenziny se nachazeji i u Ixodidae klistat,
nicméng¢ jeste nebyla uspokojive vysvétlena jejich funkce ani pisobeni na prenasené patogeny
47 Kliste Haemophysalis longicornis exprimuje ve stfevé defenzinu podobnou latku
pojmenovanou longicin G¢inny proti fadé patogent véetné riiznych druhi babesii 8. Diilezitou
roli v klistéci imunité hraje stfevni mikroflora, ktera ovliviiuje stav redoxni homeostazy, a tedy
muze ovlivnit GspéSnost vyvoje parazita v klistéti. Toto naznacuje i prokazany vliv stievni
mikroflory a zmén redoxni homeostazy na vyvoj plasmodia uvniti stieva komara Anopheles
gambiae 7. Zatim viak neni mnoho znamo o udrzeni rovnovahy v redoxni homeostézi klistat

a ptipadném vlivu na patogeny uvnitf stfeva 6,

Velice dobie byla prostudovana imunita v hemolymf€ klistéte. Mikroorganismy jsou
likvidovany fagocytozou klistécimi hemocyty. Fagocytdza je vyvolana humoralni imunitou a
dochazi k produkci reaktivnich forem kysliku a komplementu podobnym latkdam .
V hemolymf¢ se také vyskytuji defenziny, ¢i defenzinim podobné latky, které uc¢inkuji proti
bakteriim, avSak stale se uspokojivé nevi, jaky maji ucinek vici dal§im kliSt'aty pfenaSenym

patogentim 1°.

V hemolymf¢ se také vyskytuji lektiny, coz jsou glykoproteiny schopné selektivné
rozpoznévat a vazat se na glykosylované slozky nejen cizich, ale i t&lu vlastnich molekul .
Tyto proteiny jsou sou¢asti pfirozené imunity obratlovci i bezobratlych *°. Hlavnimi lektiny
u klistat jsou fibrinogenu podobné proteiny (FREP) ®. Prvni FREP protein byl
charakterizovan v mékkém klistéti Ornithodoros moubata a pojmenovéan jako Dorin M 2.,
U klistéte 1. ricinus byly téz identifikovany FREP proteiny a nazvany jako Ixoderiny .

Piedpoklada se, Ze aspon nékteré FREP proteiny se Gc¢astni aktivace komplementu v klistéti.

Dalsimi latkami nachazejicimi se v hemolymfé klistat jsou thioester obsahujici
proteiny (TEP) #°, které miizeme nalézt jak u obratlovct, tak bezobratlych 2. TEP proteiny se
podili na likvidaci bakterii, avSak role TEP proteinti v pfenosu dalSich klistaty pfendSenych

patogenti neni dosud vsak dostateéné vysvétlena 6.



Ve slinnych zlazach, zdsadnim mistem pro pienos patogeni z klistéte do hostitele
prostfednictvim slin, se exprimuje spousta antimikrobidlnich proteinti (napt. defenziny,
lysozymy), nicméné nebylo zatim prokazano, zdali ptisobi na patogeny 3. Existuje viak jedna

vyjimka, u které byl prokazan t¢inek proti bakteriim a to v I. scapularis .

1.3.1.2. Interakce klist¢ — babesie

Byl prokazan negativni efekt babesii na fitness klistéte, a proto se piedpoklada, Ze si
kli§tata vyvinula obranny mechanismus pro kontrolu a regulaci babesiové infekce *°. Dosud
vSak tato oblast neni dostatecné probadana a je zndmo jen par proteind, které ucinkuji proti
babesiim. Longicin, defenzinu podobny protein, vyrazné sniZuje parazitémii u mysi

napadenych B. microti “8.

»Vypnutim*“ longicinu pomoci RNA interference se u
H. longicornis zvysil pocet B. gibsoni ve stievé a v ovariich. Zda se, ze tedy longicin ma
diilezitou roli v regulaci prenosu ve klistécim vektoru *°. Longipain je protein (exprimovany
u H. longicornis) inhibujici rist B. bovis v kultufe °'. Dal$imi G¢innymi proteiny vaci
B. bigemina u R. annulatus a R. microplus se ukazaly byt klistéci receptory lipoproteinu A
(TROSPA), které prokazatelné snizily poéty parazitd v klistéti °8. Podobny ucinek vici
B. bigemina u R. microplus mél i dalsi klistéci protein, subolesin *°. Dalsim zajimavym
anti-babesiovym proteinem je vitellogenin, ktery byl testovan u psti napadenych B. gibsoni
patfici do ,,velkych* babesii (kap. 1.1.2.). Tento gen slouZi jako zdroj aminokyselin béhem
embryogeneze u H. longicornis a je esencialni pro vyvoj vaji¢ek . Jeho ,,vypnutim* bylo
zjisténo, Ze se do vaji¢ek nepienesly B. gibsoni, zda se tedy, ze by vitellogenin mohl pferusit

piirozenou distribuci (transovarialni penos) B. gibsoni v kliststi 1°.



Tab.l: Seznam klist’at, u kterych byl prokazan ptenos babesii.

Klisté Vyskyt Etiologicky agens

Ixodes ricinus Evropa Babesia microti
Babesia divergens

Babesia venatorum

Ixodes persulcatus Evropa, Asie Babesia microti

Babesia venatorum

Ixodes pacificus Zéapadni pobtezi USA Babesia duncani
Ixodes scapularis Vychodni pobiezi a sttedozapad Babesia microti
USA Babesia divergens
Ixodes trianguliceps Evropa Babesia microti
Ixodes ovatus Asie Babesia ovata

Babesia microti

Dermacentor reticulatus Evropa Babesia canis

Babesia microti

Dermacentor nitens Subtropické a tropické oblasti Babesia cabbali
svéta

Rhipicephalus sanguineus Subtropické a tropické oblasti Babesia vogeli
svéta

Rhipicephalus bursa Jizni Evropa, stfedni Asie Babesia ovis

Rhipicephalus simus Afrika Babesia microti

Boophilus (Rhipicephalus) Subtropické a tropické oblasti Babesia bigemina

annulatus svéta Babesia bovis

Boophilus (Rhipicephalus) Subtropické a tropické oblasti Babesia bigemina

microplus svéta Babesia bovis

Haemaphysalis punctata Evropa, Asie Babesia major

Babesia. bigemina

Babesia motasi

Haemaphysalis leachi Afrika Babesia rossi

Haemaphysalis longicornis, Asie Babesia gibsoni

Babesia ovata

Hyalomma marginatum Evropa, Asie, Maroko Babesia occultans

Amblyomma americanum Zapadni ¢ast USA Babesia microti

Reference; 1.17:4061-68
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1.3.2. Babezi6za

1.3.2.1. Lidska babezioza

Lidskd babezioza je povazovéana za celosvétové emergentni onemocnéni 4, které
v mnoha piipadech konc¢i smrti pacienta. Za nejcastéjsi ptivodce této choroby se povazuji
4 zastupci: B. divergens a jeji blizce piibuzna B. venatorum (diive oznadena jako EU1) %,
B. microti a ji podobna B. duncani %570, Pfenaseci téchto babesii jsou sumarizovéni v tab. |

(kap. 1.3.1.).

V Evropé bylo zaznamenano pfiblizné¢ 50 pfipada lidské babezidzy. Vétsina z nich
byla zptisobena B. divergens a nékteré B. venatorum 21, Byl zde popsan i prvni autochtonni
piipad zptisobeny B. microti °. Nejvice infekci bylo nahlaseno z Francie a Velké Britanie 2°,
Byly potvrzené nékazy i v jinych evropskych statech jako je napt. Ceska republika 72, Finsko
3 Polsko ™, Ttalie ®°, SV}'Icarsko >, Norsko "® a dalsi zemé. Daleko vice piipada je vsak
v Severni Americe, na tzemi USA, kde ptvodci tohoto onemocnéni jsou B. microti
(severovychodni oblast Atlantiku a ve statech Wisconsin a Minnesota) a B. duncani
(severozapadni oblast Pacifiku) #!°. Byl popsan pacient nakazeny B. divergens ve staté
Kentucky "". V poslednich letech se objevuji piipady lidské babezidzy (B. divergens,
B. microti, B. venatorum) i v Asii %8 stejné tak i v Africe ', v Jizni Americe *? nebo

Australii 2.

Onemocnéni se miiZze projevit velmi rozli¢né, od asymptomatického prib¢hu infekce
po manifestaci zavaznych ptiznakd podobnych malarii, avSak bez typickych hofecnatych
periodicit . Dilezitym faktorem uréujicim zavaznost piiznaki je stafi a zdravotni stav
pacienta. Onemocnéni zpusobené B. divergens se projevuje po 1-4 tydnech od pfisati klistéte
vysokymi horeCkami (40-41°C), zimnici, bolestmi hlavy, nechutenstvim, myalgii a
hemoglobinurii. Pfi vysoké parazitémii se mohou symptomy zhorsit a nasledné vlivem
rozsahlé hemolyzy erytrocyti dochazi k vyvoji zloutenky, zvraceni a prijmim 2.
U lidi s poskozenou imunitou (po splenektomii, HIV aj.), mize tato choroba vést ke smrti
pacienta na selhdni ddlezitych orgind 2°. Mortalita zpiisobena B. divergens dosahuje az
42 % 2. U imunokompetentnich lidi napadenych B. microti se nemoc ve vétsing ptipada
projevuje asymptomaticky, popfipadé pfiznaky pfipominajici chiipku . Naopak
u imunodeficientnich pacientll se objevuji vazné&j$i symptomy (vysoké horecky,

hemoglobinurinie atd.), podobné jako u B. divergens, které mohou skonéit smrti pacienta 2.
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V ptenosu lidské babeziozy hraje vedle klasické ndkazy ptes klistata znacnou roli i
prenos krevni transfuzi 2. Bylo zaznamenéno vice nez 170 ptipadii infekce B. microti, z toho
mezi obdobim 2005-2008 skonéilo 12 pfipadii umrtim pacienta >%. Byl potvrzen i
kongenitalni ptenos z matky na plod 8. Prozatim nebyla nalezena Z4adn4 u¢inna vakcina proti

lidské babezioze .

Lécba

K 1é¢bé lidské babezidzy se vyuziva antibiotik a antimalarik klindamycinu,
atovaquonu, azithromycinu, quininu, ¢i kvili objevujici se resistenci jejich rizné kombinace
LU asymptomatickych piipadt se podava kombinace atovaquonu s azitromycinem po dobu
jednoho tydne. Pacientim s mirnymi piiznaky se pfedepisuje opét tato kombinace, nebo
kombinace klindamycinu s quininem 26. Ob& moznosti maji podobnou lé¢ivou efektivitu proti
babesiim 2. U zavaznych p¥ipadii (imunokompetentnich pacientii) se pouziva klindamycin
s quininem, kde quinin miZe byt nahrazen méné toxickym derivitem — quinidenem %,
U piipadu, které ma na svédomi B. divergens se doporucuje ¢aste¢na, nebo kompletni krevni

transfuze 1.

1.3.2.2. Zviteci babezidza

Babesie jsou vyznamnym veterindrnim agens se Sirokym hostitelskym spektrem.
Napadaji volné€ zijici (hlodavce, Selmy), domaci (psi), ¢i hospodaisky vyznamna zvifata
(dobytek). Onemocnéni se miize projevit asymptomaticky, nebo mit zavazny prubéh, ktery

v nékterych p¥ipadech konéi smrti napadeného jedince 7.

Bovinni babezidza je zptsobena B. bovis, B. bigemina a B. divergens, ptilezitostné
B. major, B. ovata, B. occultans (pfenaseci tab. I — kap 1.3.1.). Prvni dvé zminéné puisobi
Skody ptedevsim v subtropickém a tropickém pasu, kdezto B. divergens mizeme nalézt v
severozapadni Gasti Evropy — hlavné ve Franci a Velké Britanii . Mezi typické ptiznaky
bovinni babezidzy patii horecka, letargie, anémie, anorexie, tachykardie, hemoglobinurie a
ikterus. B. bovis zpusobuje jesté navic tzv. cerebralni babezidzu, kdy se parazit nachazi
v kapilarach mozku a zpisobuje hyperestezii ¢i paralyzu 8. Nelééené piipady mohou
dosahovat az 50% mortality 8. Bylo zjisténo, Ze k nakaze jsou nachyIngjsi dospélci, naopak
mlad’ata do jednoho roku jsou vice resistentni &. V 16¢bé se pouziva dimiazen a imidokarb.
Nicméné tyto dveé léCiva ziistavaji dlouho pfitomna v mase a mléce, a proto se od nich
v né&kterych evropskych zemich odstoupilo %°. Proto se vice vyuziva vakcinace pomoci

atenuovan¢ho kmene B. bovis a B. bigemina, kdy nejlepsich vysledkti dosahuje ockovani
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mladych jedinch starych 3-9 mésica ®. Bylo uspésné provedeno i experimentalni ockovani

proti B. divergens, nicméné dosud se b&zné& nevyuziva .

Puvodci psi babezidzy jsou B. vogeli (subtropické a tropické oblasti svéta),
B. gibsoni (Asie), B. canis (Evropa) a B. rossi (Afrika) ®2. Jejich pfenaseci jsou sumarizovani
v tab. | (kap. 1.3.1). Postizeni psi trpi horeckami, anémii, splenomegalii, trombocytopenii a
ikterem 92, Onemocnéni se mize komplikovat pfitomnosti netypickych piiznaki, které se
projevuji neurologickymi poruchami (strnulost, o¢ni poruchy, kéma), plicnim edémem,
akutnim selhani rektu %, Pii nelé¢eném stavu nemoc prechéazi do chronické faze, kdy se miize,
ale 1 nemusi projevit pii stresu, ¢i oslabeni organismu. V tomto piipad¢ psi mohou poslouzit
jako pienaseci, kdy pfi vzdjemném souboji mize dojit k pienosu skrze krevni odérky 2.
Zavaznéjsi pribsh onemocnéni je u $téhat nez u dospélych psi %288, V 16¢bé psii se vyuziva
imidokarb, dimiazen, nebo kombinace atovaquonu a azithromycinu %%, Nicméné soudasna
chemoterapie neni schopna tplné eliminovat parazity, a proto mize dojit v budoucnu k relapsu
onemocnéni. Jednou z moznosti prevence vici psi babezidze je pouziti vakciny. BohuZzel v§ak

neposkytuje kompletni ochranu 88,

Babesioza koni je zptisobena B. caballi (pfenasec tab. I — kap. 3.1.3), ktera se vyskytuje
jak v subtropickém, tak i v tropickém a mirném pasu ®3. Onemocnéni se projevuje u kazdého
kon¢ s rozlicnou zavaznosti. Typickym ptfiznakem pro vSechny je hemolyticka anémie.

ypiekym p p Yy

U nékterych koni viak doslo i ke spontdnnimu vylééeni *®. V 16¢bé se vyuziva imidokarb %,

1.4. Imunitni reakce

Imunitni mechanismus obrany hostitele proti babesiim byl dobfe prostudovan na
B. bovis (obr. 4) . V boji proti babezioze se uplatiiuje jak bunééna, tak i humoralni imunita,
ktera cili na infikované erytrocyty nebo proti volnym merozoitim (merozoiti, ktefi se
nepohlavné rozmnozili v erytrocytu, nasledné ho opustili a ted’ hledaji nové erytrocyty
k napadeni) ®. Imunitni odpovéd vede ke tvorbé degenerativniho intraceluldrniho stadia
babesii tzv. ,,crisis form* >%, které ma na svédomi spiSe bunécna nez humoralni imunita %8
Béhem akutni faze infekce u B. bovis je aktivovana nespecifickd imunitni odpoveéd
prostfednictvim makrofagti a produkce interleukinu-12 (IL-12) a interleukinu-18 (IL-18), kteti
stimuluji aktivaci ,,ptirozenych zabijecid* (NK bunék). NK buiky produkuji interferon gamma
(IFNYy), ktery poté vede k produkci oxidu dusnatého (NO) makrofagy s ni¢ivymi ucinky pro

arazita °>1%, V/ chronické fazi dochazi k opsonizaci infikovanych erytrocytt a nasledné k
p y
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jejich 1yze pomoci NO produkovaného makrofagy, ktefi jsou aktivovani prostfednictvim IFNy
a faktoru nekrotizujici nadory (TNF-a) 1%, V tomto procesu se zapojuje i specificka imunita,
kdy prostifednictvim ThO nebo Th1 lymfocytt se aktivuje produkce imunoglobulinu G (IgG).
Humoralni imunita vyvolava odpovéd’ v podobé tvorby protilatek a aktivace komplementu
prostiednictvim 1gG1 a 1gG2 %2, Také zabraiiuje adherenci merozoitll na erytrocyty (tim
i samotny prinik) a také se aktivuje buné&nd cytotoxicita zavisla na protilatkach (ADCC) 86101,
Avs$ak humoralni imunita se nepodili na pfimé likvidaci napadenych bun¢k, spise pomaha

udrzovat nizkou hladinu parazitémie 1%

Akutni faze Chronicka faze
Nespecifickd imunita Specificka imunita
Castecné vymizeni UdrZovani parazitémie na nizké Grovni

IL12
IL18

|

Makrofag

Obr 4: Mechanismus imunitni odpovédi a jeji regulace u obratlovce napadené

B. bovis. Hlavni G¢innou slozkou v boji proti infikovanym erytrocytim je sekrece NO (oxidu dusnatého)
makrofagy, ktefi jsou aktivovani IFNy. Béhem akutni fize je vyvolana nespecifickd imunita prostfednictvim
zanétlivych procest a cytokiny typu 1. Tento proces vede k Caste¢né eliminaci paraziti v napadenych
erytrocytech. Béhem chronické faze je udrzovana nizka hladina parazitémie vyskytem Thl bunék a protilatek.

Th2 buniky sekretuji IL-4 a IL-10, ktery inhibuje aktivaci makrofagl (upraveno z 86).
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1.5. Diagnostika a kultivace babesii

Pro spravnou diagnostiku babesii je potieba znat anamnézu pacienta, jako naptiklad
cestovatelskou minulost, zdali pobyval v n¢jaké endemické oblasti, ¢i mél na sobé kliste, také
jestli prodélal krevni transfuzi nebo je po splenektomii. Po obeznameni vSech téchto informaci

se zvoli vhodna detekéni metoda 2.

Piima detekce

Do ptimé detekce patii detekovani babesii pomoci krevnich roztérii a polymerazové
fetézové reakce (PCR) 4. Mikroskopické pozorovani je nejéastjsi vysetieni, kdy se pacientim
vykazujicim  pfiznaky  babeziézy ud€lda  krevni  roztér obarveny  Giemsa
barvenim 3. P¥i pozitivnim nalezu jsou uvnité erytrocyti patrné krevni stadia babesii
(kap. 1.1.3). Trofozoiti maji vétsinou prstencovy, nékdy az hruskovity tvar a modro/rtizovou
cytoplazmu. Prstencové utvary muzeme nalézt i u plasmodii (Plasmodium ovale, Plasmodium
malariae, Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum — puvodce malarie), coz piedstavuje
komplikaci pro spravnou diagnozu . Rozliujicimi znaky mohou byt absence pigmentu
(hemozoinu) v erytrocytu, ¢i tvorba tetrady nebo absence bananovitych gametocytl
(P. falciparum) ®. Babesie mohou mit réiznou velikost ~lpm-5um, nicméné je prakticky
nemozné je od sebe na zékladé morfologie rozeznat '®. Pii nizké hlading parazitémie se navic

nemusi podafit detekovat parazita v krevnim roztéru 2°.

Daleko citlivéjsi metodou je PCR, ktera nam nejen prokaze pfitomnost babesii, ale urci
1 konkrétni druh babesie. PCR je navrzend vétSinou na amplifikaci malé ribozomalni
podjednotky (18S rDNA) 8. Vysledky z PCR mohou byt potvrzeny osekvenovanim PCR
produktu, ¢i kultivaci pacientovi krve, pfipadné injikaci ptimo do laboratornich zvifat (napf.
mys, kiedek) 2. Nadstavbou PCR detekce je sensitivngjsi dvoukolova nested PCR, kdy se
produkt z prvniho kola PCR vyuZije jako templat pro druhé kolo PCR 1%, Dalsi molekularni
metody, které se vyuzivaji pro testovani babesii jsou DNA proby, reverzni hybridizace
(RLB hybridizace), kvantitativni PCR (RT-PCR/QPCR) a izotermalni amplifikace
zprostiedkovana smyckou (LAMP-PCR) %278 Zminéné metody se uplatiiuji hlavné pii

diagnostice zvifecich babesii (napt. B. bigemina, B. bovis, B. canis) %°.

Nepiima detekce
V nepiimé detekci se ke stanoveni pfitomnosti babesii vyuzivd metoda nepiimé

imunofluorescence (IFAT - Indirect Immunofluorescence Antibody Test) 26,
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Tato metoda se vyuziva v lidské medicing a slouzi k detekci protilatek IgG a IgM proti
B. microti ®. IgG protildtky se mohou vyskytovat jak pii chronické, tak i pfi akutni nakaze.
Detekce IgM znaci akutni fazi infekce, nicméné jsou vSak méné specifické nez IgG protilatky,
které nastupuji o néco pozd&ji 3. Nepiima imunofluorescence je uzitedna zejména jako
podptrny test pfi chronické nakaze, kdy je jiz bran za pozitivni vysledek IgG titr, ktery ma
vétsi hodnotu nez 1:64. Protilatky mohou byt pfitomné az 12 mésicti po vymizeni parazita.
Béhem akutni faze IgG titry obvykle prekracuji hodnotu 1:1024 885, Tato metoda neni vhodna
u zavaznych pripadi zptasobenych B. divergens, jelikoz jsou specifické protilatky
detekovatelné az po prvnim tydnu od infekce, v té dobé vSak mize pacient trpét vaznymi

piiznaky 2°.

Byly pozorovany fale$né pozitivni vysledky u pacientt trpicich systémovym lupusem
erythematodes, nebo revmatoidni artritidou 3. Téz byly popsany piipady zkiizené reaktivity
B. venatorum s antigeny B. divergens. Nicmén¢ antigeny vaci B. microti nebo B. duncani
nevykazovaly zkiiZenou reaktivitu s ostatnimi antigeny Babesia spp. 1. Také byla prokazana
nespecifickd zkiizend reaktivita protilatek s babesiovymi proteiny u zastupcii blizce
piibuznych k babesiim (Plasmodium spp., Toxoplasma) %. Vzhledem k témto problémiim je
potieba zarucit spolehlivé diagnostickou a epidemiologickou vérohodnost téchto testi

prostiednictvim vhodné zvolené hraniéni hodnoty (tzv ,,cut-off) titri 2.

1.6. Babesia microti

B. microti je nevyznamnéj$im ptvodcem lidské babeziozy, ktera vsak, na rozdil od
B. divergens, neni tak smrtelna, mortalita zde dosahuje okolo 10% (B. divergens 42%) 2778,
Nejvice piipadl bylo zaznamenano na izemi USA, kde byla hlaSena jiz v 18 statech’®. Ve
stat¢ New Jersey bylo potvrzeno mezi lety 1993-2001 pouze 8 ptipadua zpusobenych timto
patogenem, nicmén¢ v nasledujicich letech 2006-2011 se tento pocet zvétSil na 568
ptipad 1. V Severni Americe je B. microti pfendsena I. scapularis. Byl potvrzen vyskyt
tohoto parazita i v Evropé, kde je prenaSena I. ricinus ®. Vektorem také mize byt
I. trianguliceps, D. reticulatus a I. persulcatus 8819106 \/ Asii je pak pienasena I. persulcatus,
. ovatus "®. Nalézt ji mizeme i v ostatnich ¢astech svéta — Afrika %, Australie 3. Vyjimkou
nejsou i rtizné koinfekce B. microti s jinym patogen. V Cin& bylo zaznamenano nékolik
piipad koinfekce s Plasmodium spp. 1%/, v USA byly ptipady koinfekce s Borrelia

108

burgdorferi 1% nebo v Evropé s Borrelia spp. "*. Velkym nebezpe¢im muize byt jeji skryty
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prenos skrze krevni transfuzi 2 a také jiz byl hlaSen kongenitilni pienos z matky na plod

prostfednictvim placenty 8. Toto bylo i experimentaln& ovéfeno u BALB/c mysi 1%

Jako rezervoar B. microti slouzi hlodavci, v USA zejména kieéek b€lonohy
(Peromyscus leucopus), v Evropé nornik rudy (Myodes glareolus), avsak byla nalezena i
Vv jinych zvifatech (napf. rejsci, veverky, norci), ktefi se vyskytuji po celém svéte.
Prostfednictvim sani klistat na téchto hostitelich je pak B. microti udrzovana v piirodé
315110111 "Byla zdokumentovana i infekce B. microti v ptacich, na kterych saly larvy klistat.

Ptaci tedy mohou slouzit téz jako rezervoar 1*2,

Na zakladé chaperonin-obsahujici t-komplex polypeptide 1 (CCT7) genu z rtznych
B. microti izolatd byla B. microti rozdélena do 4 skupin: US, Munich, Kobe a Hobetsu 2,
Podporujicim faktorem pro toto uskupeni byla i rizna velikost intronid v CCT7 genu mezi
izolaty 13, Toto rozdéleni bylo potvrzeno ve studii od Schnittger a kolegh ', ktefi pomoci
18S rDNA genu zhotovili vlastni fylogram, nicméné ve skupiné Kobe vykazoval slabou
podporu vétve, navic se jesté vyskytla jedna parafyleticka skupina zahrnujici Babesia sp.
nalezené v karnivornich hostitelich (obr. 5) ¥’. Navic izolaty patiici do US skupiny jsou vysoce
variabilni a pochazely z riiznych kontinentii — Severni Amerika, Evropa a Asie 7113, Vzorky
z Kobe a Hobetsu skupiny byly vyizolovany na uzemi statu Japonska, kde Hobetsu skupina je
velmi casta, zatimco Kobe skupina se vyskytuje jen v uréitych oblastech (ostrovy Honshu,
Mikura a Awaji). Munich skupina izolatd je endemicka pro Evropu (Polsko, Némecko, Velka

Briténie) 113,
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Obr. 4: Fylogenetické vztahy v ramci druhu B. microti. Mgtitko (0,1) udava pocet substituci
v nukleotidech. Posteriorni pravdépodobnost je zobrazena nad vétvemi. Kazda sekvence ma svoje databazové

¢islo a zaznamenaného hostitele. Outgroup sekvence byly slouceny podle jednotlivych druhi s ¢islem v zavorce

(oznaduje podet sdruzenych sekvenci). Kmen Peabody uZivany nasi laborkou patii do US skupiny ($ipka) %4,

Fylogram byl zhotoven bayesidnskou analyzou '

B. microti patfi mezi ,,malé¢* babesie, které se vyznauji pouze transstadialnim
prenosem 1%, transovarialni ptenos dosud nebyl prokazan 1°, V erytrocytech obratlovci se
vyskytuji vSechna Zivotni stadia, nicméné vyskyt tetraidni formy — maltézsky kiiZ neni tak
&asty jako u jinych druht babesii (napt. B. divergens) 2.

Prvni studie tykajici se B. microti se snazily charakterizovat tohoto parazita, pomoci
infekci riznych laboratornich zvitat. Usp&sné se podafilo nakazit my$ (Mus musculus) °,
makaka rhesus (Macaca mulatta) ', piskomila (Meriones unguiculatus) 18, kiecka zlatého
(Mesocricetus auratus) °, kie¢ika &inského (Cricetulus griseus) a kfe¢ika dzungarského
(Phodopus sungorus) 12°. Dalsi prace se zaméfovaly na pfenos B. microti riznymi klistaty
(I. scapularis, 1. ricinus, D. marginatus, D. reticulatus, H. punctata, R. sanguineus, Ixodes
hexagonus a I. trianguliceps) 1151181211233 5 také na popsani rtznych vyvojovych stadii
(sporozoit, trofozoit, merozoit, gametocyt) 119124126 Byla sledovana i imunitni reakce
hostitele na infekci B. microti 12”131 Po charakterizaci B. microti bylo potieba zavést
¢innou detekéni metodu, nejprve se vyuzivala nepiima imunofluorescence *2, postupem ¢asu
se vyvinuly dal$i diagnostické metody (napi. PCR a jeji rtizné modifikace, DNA proby,
reverzni hybridizace — kap. 1.5.) 8133135 Jako velice sensitivni metoda se ukazala ,,droplet
digital PCR*, ktera je schopna zachytit ~10 genovych kopii *. V soucasné dobé je velmi
zadouci vyzkum B. microti, ktery sméruje k zavedeni u¢inné a levné diagnostické metody, coz
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by se vyuzivalo k detekci B. microti u krevnich darct a rovnéz i k testovani vlivu imunitnich

gent kliStete na pfenos B. microti véetn& nalezeni i¢inné vakciny 101%
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2. Cile

1) Sledovat pribéh a intenzitu infekce Babesia microti v laboratornich BALB/c mySich
2) Zavést molekularni detekci B. microti

3) Zavedeni a optimalizace pfenosového modelu B. microti

4) Lokalizovat vyvojova stadia B. microti v nymfach klistéte I. ricinus

5) Zmapovat ptenos B. microti do laboratorni mysi béhem sani nymf klistéte

l. ricinus
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3. Material a metody

Nasledujici pasaz o rozsahu deviti stran obsahuje utajované skutecnosti a je obsazena

pouze v archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Pfirodovédecké fakulte JU.
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4. Vysledky

Nasledujici pasaz o rozsahu sedmi stran obsahuje utajované skutecnosti a je obsazena

pouze v archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Ptirodovédecké fakulté JU.
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5. Diskuze

Nasledujici pasaz o rozsahu $esti stran obsahuje utajované skute¢nosti a je obsazena

pouze v archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Ptirodovédecké fakulté JU.
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6. Zaveér
Nasledujici pasaz o rozsahu jedné strany obsahuje utajované skutecnosti a je obsazena

pouze v archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Ptirodovédecké fakulté JU.
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