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Seznam pouzitych zkratek

17 Lymska boreliéza
7720 Borrelia burgdorferi sensu lato
BD S.S.uuiiniiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiaiiiitsssasiasens Borrelia burgdorferi sensu stricto
) o Pt erytrocyty
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SFG. uiiitiiiiiiiiiiiiieiiiiiieitaiiietetiatssssssssssosssssssssosssssssnssssssnsonses Skvrnity tyfus
N 0 N Acrodermatitis chronica atrophicans
E V. Erythema migrans



1. Uvod

Vektorem pfenasené nemoci predstavuji vaznou hrozbu pro zdravi nejen lidi, ale také

zvifat a mohou se rozvinout v zdvazné zoonozy.

v v

spirochéty komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato, Anaplasma spp., Rickettsia spp. a
Babesia spp.. Hlavnim vektorem vySe zminénych patogent pro oblast centralni Evropy je
klist¢ obecné Ixodes ricinus (Hubalek a Rulf, 2011). Tento druh klistat se v hojném
mnozstvi vyskytuje v parcich, rekreacnich zonach a travnatych ¢astech mést. Zvysuje se tim
riziko potencidlniho vystaveni lidi a zvifat, pohybujicich se v téchto oblastech, nakazenym
klistatim (Rizzoli, 2014). Zkoumani vektorti a patogentl, jez kliStata pfenasi, je v ramci
epidemiologického vyzkumu zasadni. Existuje fada studii, které se zamétuji zejména na
identifikaci patogenti klistat ziskanych metodou vlajkovani. Tato metoda je schopna
poskytnout data, kterd jsou geograficky omezena. V této praci jsme se zaméfili na kliStata
odebrana piimo z hostitell - psti a kocek. Vyznam téchto domécich mazlickli v oblasti
ekologie a epidemiologie onemocnéni spojenych s klistaty je velice dilezity diky uzkému

spojeni psti, kocek a lidi a také jejich podobné aktivity v prirod¢ i v domacnosti.



2. Hlavni cile prace

1. Literarni studie k problematice.

2. Sbér vzorkt ve spolupréci s pracovniky utulku pro zatoulané psy a ko¢ky v Ceskych

Budéjovicich.

3. Optimalizace technik pro detekci rlznych patogenti v klistatech ze psi a kocek
(nepfisatych, castecné nasatych a témef Upln€ nasatych jedinch riznych druht

kligtat).

4. Interpretace vysledkli s dirazem na potencidlni zdravotni riziko, kterému je

vystaveno obyvatelstvo v oblasti naseho vyzkumu.



3. Literarni prehled

3.1 Jednotlivé druhy zkoumanych patogenii
3.1.1 Borrelia burgdorferi sensu lato

Borelie jsou vektorem pifenaSené bakterie fadu Spirochaetales. Béhem dlouhodobého
studia spirochét se podatilo shromazdit znalosti o jejich fylogenetické diverzité, genetice,
hostitelskych interakcich, patogenité pro ¢loveéka a pro jiné obratlovce (Rizzoli et al., 2014).
Nejvice studovanymi zastupci borelie jsou druhy pattici do skupiny zptsobujici Lymskou
boreliézu (LB), tedy do komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato (Bb s.1.). Tento komplex
se dnes sklada jiz z 21 pojmenovych druhti spirochét (Tab.1). Identifikace novych druhd

borelii je kontinudlni proces. Dlikazem tohoto faktu miize byt nejnovéjsi ndlez B. mayonii

(CDC: Centrum pro kontrolu a prevenci onemocnéni, 2016; Pratt et al., 2016).

Tab. 1: Geografické rozsiteni a klasifikace jednotlivych druhti komplexu spirochét Bb s.1.

Druh

Vektor

Hostitel/rezervoar

Oblast

Reference

B. afzelii

L ricinus, I persulcatus

hlodavci

Asie, Evropa

Canica et al.
(1993)

B. americana

Lpacificus, I. minor

ptaci

USA

Rudenko et al.
(2009a)

B. andersonii

L dentatus

zajici

USA

Marconi et al.
(1995)

B. bissettii

L ricinus, I pacificus, I. scapularis, 1. minor

hlodavci

USA, Evropa

Postic et
al.(1998)
Rudenko et al.
(2008)
Rudenko et al.
(2009b)
Girard et
al.(2011)

B. bavariensis

Lricinus

hlodavci

Evropa

Margos et al.
(2009)

Bb s.s.

L ricinus, 1. scapularis, I. pacificus

hlodavci, praci, savci,
jestérky

Evropa, USA

Baranton et al.
(1992)
Picken et
al.(1996)

B. californiensis

L pacificus, L jellisonii, I. spinipalpis

klokani, jeleni

USA

Postic et al.
(2007)

B. carolinensis

1. minor

hlodavci ptaci

USA

Rudenko et al.
(2009¢)

B. finlandensis

L ricinus

Evropa

Casjens et al.
(2011)

B. garinii

L ricinus, I. hexagonus, I. nipponensis, I.
persulcatus

ptaci, hlodavci, jestérky

Asie, Evropa

Baranton et al.
(1992)




Druh Vektor Hostitel/rezervoar Oblast Reference
q 5 o Ivanova et al.
B. chilensis 1 stilesi krysy USA 2014)
. . . Kawabata et al.
B. japonica 1 ovatus hlodavci Japonsko (1993)
- . . Margos et al.
B. kurtenbachii 1. scapularis hlodavci USA, Evropa (2010)
. C Evropa,S. Le Fleche et al.
B. lusitaniae 1 ricinus hlodavci, jestérky Afrika (1997)
B. mayoni L scapularis ? GRS Pritt et al. (2016
USA
.. . oy Masuzawa et al.
B. sinica 1 ovatus hlodavci Cina (2001)
3 - - . Richter et al.
B. spielmanii 1L ricinus hlodavci Evropa (2006)
? Fuk 1
B. tanukii 1 tanuki (pravdépodobné kocky, Japonsko ukunaga ct al.
. (1996)
psi)
o 2.5 Fukunaga et al.
B. turdi 1 turdus ptaci Japonsko (1996)
. - e . Wang et al.
B. valaisiana 1L ricinus, 1. granulatus ptaci, jestérky Asie, Evropa (1997)
B. yangtzensis L ricinus, Haemaphysalis longicornis hlodavei Cina C?;O(e)tgil'

Z komplexu Bb s.l. jsou B. afzelii, B. burgdorferi s.s. a B. garinii prokazanymi ptivodci
Lymské boreliézy v Evropé (Stanek a Reiter, 2011). Hlavnimi vektory téchto patogent
v Euroasii jsou kliStata . ricinus a I persulcatus, pticemz vyskyt posledniho je omezen
pouze na vychodni a jihovychodni ¢ast Evropy a Asie. Diky pfitomnosti vhodnych hostiteli
v ptiméestskych castech statd Evropy dosSlo také k rozsifeni dalSiho druht klistéte 1
hexagonus, jehoz typickymi hostiteli jsou jezci, liSky, kocky a psi, kteti se pohybuji volné po
zahradach ¢i parcich mést a tim pfispivaji k rozsifeni LB (Gern et al., 1997). To, ze klisté 1.
hexagonus muze prenaSet B. burgdorferi-like spirochéty, bylo poprvé prokazano v roce 1989
v Némecku (Liebisch et al., 1989). Pozdéji Gern a kolegové potvrdili, Ze toto klisté¢ mize
slouzit jako kompetentni vektor B. burgdorferi a tim padem pfispivat k rozsifeni LB

v regionech, kde je klisté /. ricinus méné Casté, nebo neni viibec ptitomné (Gern et al., 1991).

Stupen rizika styku vektort a hostitelt s infekci stoupd v oblastech s vyskytem listnatych
a smiSenych lesnich ekosystémd, které jsou ¢asto odpocinkovym mistem ¢loveka i domacich
zvitat (Fitzner et al., 2002). Pfispivd k tomu 1 proces zalestiovani ploch, ktery vede ke

zvySeni koncentrace lesnich hlodavct a jelenovitych, kteti pfedstavuji klicového hostitele




nymf a dospélych klistat. Psi a kocky pti kontaktu s nakaZzenymi vektory mohou slouzit jako
hostitelé, nebo jako sentinely pro LB. Hrozba vystaveni psa ¢i kocky vysokému poctu
vektorem ptfenasenych patogeni v pribéhu let postupné narlsta a blizky kontakt zvifete s
Clovékem v méstskych oblastech pfedstavuje dalSi mozné riziko pro vefejné zdravi

obyvatel (Trotta et al., 2012).

Ceska republika je geografickou polohou a umisténim v mirném pasu idealnim biotopem
pro pienasete LB — kli§té I. ricinus. Prvni klinicky p¥ipad kozniho projevu LB v CR byl
popsan pred vice nez Sedesati lety, ale samotnd diagnostika a povinné hldseni nemocnych
pacientl se rozvinulo teprve v roce 1986. Existuje nekolik endemickych mist, kde je riziko

nakazy v CR nejvy3si (Bartunek et al., 2006).

Nasledujici graf zvefejnény statnim zdravotnim ustavem vystihuje vyskyt onemocnéni

v jednotlivych krajich Ceské republiky za rok 2014.

Obr. 1: Poget piipadii onemocnéni LB v CR za rok 2014 (zdroj: www.szu.cz).
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Na obrazku 2 je zaznamenana incidence ptipadii onemocnéni LB v letech 1988-2014 (SZU).
Obr. 2: Incidence pFipadii onemocnéni LB v CR v roce 1988-2014 (zdroj: www.szu.cz).
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Zivotni cyklus a vyvoj Borrelia spp.

Spirochéty B. burgdorferi s.l. jsou ptenaSeny z klistéte na hostitele béhem jeho sani.
Jsou to pravé sliny klistéte, které usnadiuji penos patogenu do hostitelského organismu.
Spirochéty, které jsou pfitomny ve stievé infikovanych klist'at, migruji do jeho slinnych 714z
po spoustécim signalu, kterym je piisati klistéte (Leuba-Garcia et al., 1998). Prenos borelie
zaCina po pfisati a s prodluzujici dobou séani se zvySuje i moznost ndkazy borelii (Crippa et

al., 2002).

Borelie si vyvinuly specidlni molekularni mechanizmy, zajistujici efektivitu jejich
prenosu do hostitele. Vnéjsi povrchové proteiny ospA a B pravdépodobné pomahaji Bb s.1.
zlstat prichycené na sténu stfeva klistéte (Tsao, 2009). Béhem sani klistéte modifikuje
borelie expresi n¢kolika genl. Nejvice zfetelnd zména je tzv. "down-regulace" genu ospA4 a
naslednd ,"up-regulace"ospC (Schwan a Piesman, 2000). Po ptfenosu do hostitele se borelie

setkava s prvni pfekazkou — imunitnim systémem. Prvni obranou hostitele je aktivace

klasick¢ 1 alternativni cesty komplementu. Borelie vSak zabranuje komplementem

6



mediované smrti tim, Ze pomoci povrchovych proteini CRASP a Erp ("Osp E/F-related
proteins") vaze plasmaticky faktor H, ¢i faktor H-like (FHL) protein a zpiisobuje degradaci
C3b podjednotky komplementu (Zipfel et al., 2002; Skotarczak, 2009; Kraiczy et al., 2001;
Alitalo et al., 2001).

Lymské borelidza u lidi a zvifat: klinické ptiznaky a prubéh onemocnéni

Lymska borelioza patii mezi zoondzy postihujici zejména cloveéka, ale 1 zvirata.
Domestikovand zvifata jsou dilezitym bodem v epidemiologii tohoto onemocnéni, jako
ucinny faktor pfenosu lidské LB (Eng et al., 1988). Existuje zna¢na podobnost mezi lidskou

a zvireci LB.

U clovéka se na pocatcich onemocnéni objevuje erythema migrans (EM) a boreliovy
lymfocytom v misté kousnuti klistéte. Casné symptomy zahrnuji hore¢ku, bolest hlavy,
zimnici, schvacenost, bolest svali a kloubli a zvétSené lymfatické uzliny. Pii nezaléceni se
infekce mize rozsitit do kloubd, srdce a nervové soustavy. Ve druhé a tteti fazi onemocnéni
se objevuji neurologické poruchy a artritidy. To mlze vyustit v zdvazné ptiznaky, jako je
zanét mozku a michy, nervové poruchy, necitlivost, nebo mravenceni v rukou ¢i nohou a

problémy s kratkodobou paméti (Goossens, 2000).

U pst patii mezi obvyklé ptiznaky onemocnéni: kulhani, horecka, zdufeni lymfatickych
uzlin a kloubti a snizend chut’ k jidlu. V zavaznych ptipadech se u zvifat mize vyvinout
onemocnéni ledvin, srdce, nebo poruchy nervového systému. U zvitat nezaznamendvame

klasické kozni ptiznaky LB, které jsou typické pro lidské pacienty.

U kocek je LB neobvykla a mnoho z nich nevykazuje zddné pfiznaky onemocnéni. Ty,
které vykazuji ptiznaky, trpi opakujicim se kulhdnim v disledku zanétu. U jinych se mize
rozvinout akutni kulhavost, kterd trva jen 3-4 dny s naslednym znovu navracenim po dnech
az tydnech s kulhavosti stejné ¢i jiné koncetiny. Tento jev se nazyva "shifting-leg lameness",
kdy se kulhavost pfesouva na jinou koncetinu po navraceni ptivodniho kulhavého kloubu do
normalniho, funkéniho stavu. Dale se mohou rozvinout ledvinové problémy, které bez
zaléCeni zpusobuji glomerulonefritidu, kterd vede k zanétu a disfunkci ledvinnych
glomeruld. V ptipadé kompletniho selhani ledvin za¢ne kocka vykazovat takové znaky, jako
zvraceni, prijem, nechutenstvi, hubnuti, ¢asté moceni a zizen,, nahromadéni tekutiny v bfise
a tkanich zejména u koncetin a v podkozi (Greene, 1991; Grauer et al., 1998; Levy a Duray,

1988; Harter et al., 1999; Hovius et al., 2000; Chang et al., 2001; Goossens et al., 2001; Cho



mel et al., 2001). I ptesto, ze je v soucasné dob¢ dostupna vakcina proti LB pro psy, zadna

takova vakcina neni k dispozici pro kocky.

Jak uz bylo zminéno, je prokézano, ze Lymskou boreliézu u lidi zptsobuji tfi z dnes
zndmych dvaceti jedna druhtit komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato (Bb s.l.). Jsou to
Borrelia burgdorferi sensu stricto (Bb s.s.), Borrelia afzelii a Borrelia garinii. Dal$i druhy
borelie maji pro cloveéka infekéni potencidl, ale neni dostatek popsanych piipadi Lymské
borelidzy, vyvolanych témito druhy. Jsou to: B. bavariensis, B. bissettii, B. kurtenbachii, B.

lusitaniae, B. spielmanii, B. valaisiana a B. americana.

B. afzelii, B. garinii, Bb s.s.

Heterogenita téchto druhii borelii souvisi s vysokou heterogenitou povrchovych
antigentl, jako jsou ospA a ospC. Podle sérotypil jsou Clenény do rtznych typd ospA 1-7
(Bartunek et al., 2006) a ospC (Barbour a Travinsky, 2010). Kazda z borelii ma rozdilny
organotropismus. B. afzelii je spojovana s koznimi projevy onemocnéni — EM a ACA
(acrodermatitis chronica atrophicans). B garinii ma afinitu k nervové soustavé a pilisobi
neuroborelidzu a Bb s.s. je nejCasteji nalézdna v kloubnim aparatu a je spojena s artritidou

(Bartunek et al., 2006).

3.1.2 Anaplasma spp.
Anaplasma patfi mezi malé¢, gram negativni, obligatn¢ intra-celularni alfa-

proteobakterie napadajici eozinofily, neutrofily a monocyty savcl. V nich se replikuji
v ramci cytoplasmatické vakuoly odvozené z bunééné membrany. V Evropé je pfenaSena
zejména kliStaty 1. ricinus. Jiz od minulého stoleti je tato bakterie zndma jako plvodce
onemocnéni pfezvykavci a koni. Dfive byla anaplasma fazena mezi rody Ehrlichia, dnes je
vyclenéna a na zéklad¢ fylogenetickych studii reklasifikovana jako samostatny rod. Do
dnesniho dne bylo identifikovano celkem Sest druhii anaplasmy, které vykazuji rozdilnou
hostitelskou preferenci a bunéény tropismus. 4. marginale ptedstavuje znacné riziko pro
zdravi zvitat a podobné jako A. centrale, infikuje krvinky dobytka a divoce Zijicich
prezvykaveti (Dumpler et al, 2001, 2005a,b). A. ovis a A. bovis je nezanedbatelnym,
obligatné intracelularnim patogenem mensich piezvykavci, ktery by mél byt povazovan za
hrozbu mozné nizsi produkce hospodarskych zvirat (Inokuma, 2007; Renneker et al., 2013).
A platys a A. phagocytophilum infikuji Sikorou Skalu savcti potazmo clovéka (Rar a
Golovljova, 2011).



Anaplasma phagocytophilum, zplisobujici granulocytarni anaplasmoézu u lidi, pst a
kocek (Rizzoli et al., 2014), je v klistatech 1. ricinus Casto detekovana s rozdilnou prevalenci
(Stuen et al., 2013). Nesoulad mezi vysokym vyskytem A. phagocytophylum v klistatech ¢i
savcich v porovnani s menSim mnoZstvim nahldSenych piipadii onemocnéni, mize byt
podminéno castym poddiagnostikovanim. Dal$i moznosti muize byt vyskyt méné
virulentnich druhit v Evropé v porovnani napiiklad s USA (Barakova et al., 2014). Navic
nedavné rozsahlé analyzy prokézaly existenci Ctyf ekotypl A. phagocytophilum s vyrazné
odliSnymi hostiteli. Analyzy byly zaloZzeny na "gro-EL heat-shock" proteinovych sekvenci
nékolika evropskych vzorkli obratlovct a klistat. Doposud byly vSechny lidské piipady
zatazeny do tzv. ekotypu I s nejSirsi Skalou hostiteli (domestikovana zvitata, divoky kanec,
jelen a jezek), ekotyp II je asociovan se srnci a n¢kterymi hlodavci, ekotyp III zaujima

pouze hlodavce a ekotyp IV ptaky (Jahfari et al., 2014).

Geograficka distribuce, vektory a hostitelé rodt Anaplasma a Ehrlichia jsou predstavené

v tabulce 2.

Tab. 2: Klasifikace rodu Anaplasma a Ehrlichia (Rar a Golovljova, 2011).

Druh typ napadené Geograf. distribuce vektor hostitel
buiiky
prezvykavci,
A. phagocytophilum granulocyty celosvétove Ixodes spp. psi, koné,
hlodavci
A. marginale erytrocyty celosvétove (tropy, Dermatocentor spp., Rhipicephalus d?bvyte':k, dlYOCl
subtropy) spp. prezvykavci
celosvétove (tropy, .. )
A. centrale erytrocyty ) Rhipicephalus simus skot
A. platys krev. Desticky Evropa, USA, Asie Rhipicephalus sanguineus psi
.. ovce, kozy,
A ovis eryftiooyty Eropf U sDermatocentor spp., Rhipicephalus divoet
Pp- prezvykavci
A. bovis monocyty Afrika, J. Amerika, Asie Amblyoma spp., Hyalomma spp. skot, bucoli
, monocyty, USA, Afrika, J. Amerika, X .
E. chaffensis makiofiey Asic Amblyoma americanum jelen
E. canis monocyyty, celosvétove R. sanguineus, D. variabilis bsh psovite
makrofagy Selmy
E. ewingii granulocyty USA, Afrika, Asie Am. Americanum jeleni, psi
. monocyty, . . , .
E. muris makrofigy Euroasie Haemaphysalis spp., Ixodes spp. mali hlodavci
. . endotelialni . . skot, ovce,
E. ruminantium iy Afrika, Karibik Amblyomma spp. o

Zivotni cyklus a vyvoi Anaplasma spp.

S cilem napadnout leukocyty a trombocyty pronikaji tyto infek¢ni agens z klistéte do
budouciho hostitele. Vysledné onemocnéni je pojmenovano podle typu zasazené buiky: E.

canis infikuje monocyty, zpusobuje tedy onemocnéni CME ("canine monocytic



ehrlichiosis") (Skotarczak, 2003), A. phagocytophilum postihuje granulocyty ¢lovéka a pst,
proto je pojmenovana zkratkami HGA ¢i CGA ("human or canine granulocytic
anaplasmosis") (Woldehiwet, 2010), A. platys napada krevni desticky a je ptivodcem cyklic
ké trombocytopenie CCT ("canine cyclic trombocytopenia") (Gaunt et al., 2010).

Stadium moruly se v krevnim natéru objevuje sporadicky, a proto se lze orientovat
pouze podle poruch v poctu bunék: trombocytopenie, leukocytopenie a celkovd anémie
(Mylonakis et al., 2003). V ramci diagnostiky jsou u¢ingjsi serologické testy, jako ELISA,
IFAT a PCR, ktera je vice citlivd a specifickd diky moznosti stanoveni a rozliSeni
jednotlivych druhi a schopnosti odhalit aktudlni infekci (Igbal et al., 1994; Harrus et al,
1998).

Infikované butiky jsou nasaty klistétem spolu s krvi, ktera slouzi jako zdroj infekce
bunék klistécich stifev. Po vyvinuti anaplazmy v bunikach stfeva se patogen §ifi i do ostatnich
organt, véetné slinnych 714z, odkud se bakterie dostava do zvitete v pritbéhu krmeni klistéte.
Dvé formy anaplasmy jsou schopny infikovat klistéci buiky, kde jedna, tak zvana
"retikularni" forma, ptechazi v druhou "dense" formu, kterd je infekéni a je prenasSena
kousnutim kliStéte. VSechna stadia klistéte jsou schopna pienést anaplasmu (Kocan et al.,

2003).

Anaplasma se replikuje uvnitt sav€ich granulocytli. M4 pozoruhodnou schopnost
ptfevzit kontrolu nad regulacnim systémem hostitelskych bunck, aktivné reguluje a inhibuje

jejich imunitni odpovéd’ (Rikihisa, 2011).

Anaplasmoéza u lidi a zvifat: klinické pfiznaky a pribéh onemocnéni

Ehrlichiéza a Anaplasmoéza patii mezi jedny z vyznamnych onemocnéni pfenasenych
kliStaty a postihujicich nejenom ¢loveka, ale i jeho vérné spole¢niky - zvifata. Prvni ptipad
lidské granulocytdrni anaplasmozy (HGA) v Evropé byl popsan v devadesatych letech
(Petrovec et al., 1997). Typickymi ptiznaky HGA jsou horecnaté stavy, bolesti svall
(myalgie) a hlavy a nevolnost. Symptomy mohou byt nepatrné. Frekvence ohlaSenych
starSich, nebo imunokompromitovanych osob. Mezi zavazné ptfiznaky patfi selhani ledvin a
plic. Pfiznaky dlouhodobého rdzu zahrnuji dychaci potize, krvéaceni, selhani ledvin, nebo
neurologické problémy. Anaplasmédza miize byt fatalni, pokud se neléci (odhadovand mira

mrtnosti je niz8i nez 1%) (CDC, pfevzato z: www.cdc.gov/anaplasmosis/).
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Mezi hlavni klinické pfiznaky onemocnéni u pst patii anorexie, apatie, ¢i stagnace
pohybu, kulhavost a vysoké horecky. Tyto pfiznaky jsou zavislé na véku a imunologickém
stavu zvifete. Psi mohou byt infikovani druhy E. canis, E.chaffensis, E. ewingii, A.
phagocytophilum (dfive nazyvand E. equi, E. phagocytophilum) a A. platys (dfive
pojmenovand E. platys) (Dumpler et al, 2001). U pst byly prokazany i druhy E. munis a
E. ruminantum, ale stejné jako E. evingii a E. chaffensis nebyly tyto druhy doposud
prokazany v Evropé (Kawahara et al, 1993; Hegarty et al.,, 2012; Sainz et al., 2015).
Klinické pfiznaky onemocnéni u zvifete jsou zavislé i na druhu Anaplasmy, kterym je zvire
infikovano. Naptiklad infekce vice Castou formou anaplasmoézy, 4. phagocytophilum, Casto
zpusobuje kulhdni, bolesti kloubli, horecku, letargii a nechutenstvi. Mezi méné bézné
klinické ptiznaky patii zvraceni, prijem, kaSel a obtizné dychdni. Zridka se objevi
neurologické ptiznaky, jako jsou zachvaty. Infekce druhem A. platys zptsobuje cyklickou
trombocytopenii, stav, ve kterém periodicky klesd pocet krevnich desticek. Onemocnéni je
Casto mirné, ale u n¢kterych psti se mohou objevit modfiny nebo krvaceni (véetné krvaceni z
¢enichu), a to zejména v pocateCnich stadiich infekce, kdy pocet krevnich desticek klesne na

nejnizsi hladiny zachytelnosti (Billeter et al., 2007).

Psi, trpici anaplasmozou, vykazuji stejné symptomy jako psi, trpici LB. Infekce
obéma patogeny (koinfekce) neni neobvykla. Anaplasméza i LB jsou bézné rozsiteny ve

stejnych oblastech a jsou pfenaseny stejnymi druhy klist’at.

I kdyz byly Anaplasma spp. dokumentovany jako piivodce onemocnéni u kocek, je
jen malo informaci o ¢etnosti infekce, manifestaci onemocnéni a moznostech 1écby. Avsak u
vétSiny zaznamenanych piipadi bylo onemocnéni u kocek patrné béhem 10-14 dni po
kousnuti klistétem. Jsou zndmi i1 piipady propuknuti nemoci az mésice po kousnuti.
Onemocnéni probihd stejné u obou pohlavi (kocky 1 kocoura) a vét§i moznost ndkazy maji
zvitata prebyvajici venku. Nejcastéjsi ptiznaky jsou: letargie, nechutenstvi, horecky a o¢ni
abnormality (zanét spojivek). O¢ni ptiznaky jsou pravdépodobné dusledkem systémového
zanétu. Mén¢ Casto hlasené klinické ptiznaky jsou dehydratace, tachykardie, bolesti bficha,

ztidka ataxie a hepatosplenomegalie (Ayllon et al., 2009).

A. platys

A. platys byla poprvé hlaSena v USA roku 1978 a dnes je rozsSifena po celém svété
véetné Evropy. Jednad se o velice unikdtni druh, ktery jako jediny intracelularni patogen

zvitat ¢i lidi specificky infikuje a napada krevni desticky hostitele. Psi jsou vSeobecné
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nejbéznéjSim savéim hostitelem, 1 kdyz byla 4. platys sporadicky nalezena i u kocek, impal a
ovci (Rick Alleman a Heatrer Wamsley, 2008). DNA 4. platys byla nedavno objevena i u
¢lovéka a to u dvou ¢lent rodiny v USA (Maggi et al., 2013) a také u dvou zen pochazejicich

z Venezuely (Arraga-Alvarado et al., 2014).

Dalsi druhy Ehrlichia/Anaplasma spp., které doposud nebyly popsany v Evropé,
mohou také infikovat ¢lovéka (Sainz et al., 2015). Ehrlichia ewingii byla prokdzana jako
puvodce infekce u imunosupresovanych pacienti (Buller et al., 1999), ale nejsou zde ditkkazy
o pfimé, ¢i klistétem zplsobené transmisi ze pst na Cloveéka. Ehrlichia ruminantium, ktera
infikuje divoké druhy hlodavctl, je rovnéZ schopna zpusobit onemocnéni u psi a lidi
(Allsopp et al., 2005). Ehrlichia chaffeensis je ptivodcem lidské monocytarni ehrlichidzy
(Ismail et al., 2010). Amblyomma americanum slouzi jako vektor E. chaffeensis v USA.
Mezi hlavni hostitele patii jelenec béloocasy, domaci psi, lisSky, kozy a ptaci. Tento druh
Ehrlichia spp. byl popsan u pstt a jeho DNA byla nalezena v klistatech sajicich na psech
(Gutierrez et al., 2008). V neposledni fad¢ bylo prokézano, ze druh E. muris infikuje jak lidi,
tak psy (Sainz et al., 2015).

U pst byla 4. platys zaznamendna zejména ve statech stfedomoiské oblasti
zahrnujicich Italii, gpanélsko, Portugalsko, Francii, Turecko, Recko, Chorvatsko (Sainz et

al., 2015).

E. canis

I kdyZ organismus blizce ptibuzny E. canis byl objeven u obyvatel Venezuely (Perez
et al., 1996), neni do dneSniho dne pro clovéka povazovan za patogen s vyznamnym

zoonotickym potencidlem.

Ehrlichia canis je jediny druh ze skupiny Ehrlichia, ktery byl izolovan ze pst
v Evropé. Dalsi druhy nebyly doposud nalezeny (E. chaffeensis, E. ewingii, E. muris a E.
ruminantium). VSechny evropské zemé hranicici se Stfedozemnim mofem jsou endemickymi
oblastmi pro E. canis. Nékteré studie naznacuji, Ze tato infek¢éni agens se rozsifuje do oblasti
severné od stfedomoii (napf. Némecko, Svycarsko) (Dongus et al., 1996; Keysary et al.,
1996; Pusterla et al., 1998; Aguirre et al., 2004). E. canis byla poprvé zaznamenana u psa
v Alzirsku roku 1935. Psi nakazeni timto patogenem vykazovali ptiznaky horecky a anémie.
Pozdé&ji se u vojenskych pracovnich psit ve Vietnamské vélce objevily vazné symptomy tzv.
tropické psi pancytopénie, kterd byla nasledné pojmenovana psi monocytarni ehrlichioza

(CME) (Donatien a Lestoquard, 1935; Huxsoll et al., 1970). Né¢kolik studii zaznamenalo
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ptitomnost DNA E. canis u kocek a kockovitych Selem plivodem z Brazilie a Portugalska
(Andre et al., 2010; Maia et al., 2014). Nicmén¢, na zaklad¢ dosavadnich udaji, nebyla do

dnes$niho dne E. canis izolovéana z divokych ani domécich kocek.

3.1.3 Babesia spp.
Klisté je vektorem fady intraerytrocytarnich parazitickych prvoki, jako naptiklad

Babesia spp., cirkulujicich v riznych statech Evropy, napadéjicich cCervené krvinky a
zpusobujicich onemocnéni u clovéka a zvifete (babesiozu). U cloveéka byly prokazany
zejména B. microti, B. divergens a B. venatorum. Onemocnéni u zvitete je poté zpiisobeno B.
canis, B. vogeli, B. caballi, B. gibboni a B. microti podobné Theileria annae (Chauvin et al.,
2009). Nélez Babesia spp. se datuje jiz v 19. stoleti, kdy jeho objevitel rumunsky doktor
Victor Babes pozoroval pfemnozeni tohoto mikroorganismu v ¢ervenych krvinkach skotu a
ovci trpicich hemoglobinurii (Uilenberg, 2006). Tyto organismy byly posléze pojmenovany
B. bovis a B. ovis a zatazeny do rodu Babesia, pojmenovaném podle svého objevitele.
Nedlouho po objeveni tohoto patogenu u prezvykavci byla babesie rovnéz poprvé prokazana
u italského psa v roce 1895 (Roncalli, 2001). Paraziti tohoto rodu jsou priméarné prenaseni
skrz klistéci kousnuti a mohou nakazit Sirokou Skalu divokych i domestikovanych zvifat,
stejné tak i ¢loveéka (Schnittger et al., 2012). Neni pfekvapivym zjisténim, Ze prave psi jsou
jednim z hlavnich cild mnoha Babesia spp., zpusobujicich psi babesiozu. Klistata celedi
klistatoviti (Ixodidae) patii mezi hlavni vektory babesie (Solano, 2016). Zasadni je 1
dlouhodobéd perzistence patogenu v ekosystému, diky jeho pienosu mezi jednotlivymi
generacemi kliStat. Byl prokdzan nejenom pienos mezi jednotlivymi rastovymi stadii
klistéte, ale také prenos transovaridlni (Chauvin et al., 2009). Babesioza je vzacné, zavazné a
Casto fatalni onemocnéni prenasené klistétem, zptsobené fadou druhti babesie. Dnes se toto

zavazné onemocnéni vyskytuje po celém svété (Boozer et al., 2003; Solano-Gallego a
Baneth, 2011).

Tradi¢ni identifikace babesie se provadi pomoci mikroskopu, kdy se detekuje
morfologie piroplasmatickych merozoitii uvnitt erytrocyti. Na zéklad¢ této identifikace a
rozdilii ve velikosti a morfologii, 1ze tyto parazity rozdélit na velké, napt. B. canis, a malé. B.
canis pattici mezi velké formy parazita dnes obsahuje nejen B. canis canis, ale také B. rossi,
B. vogeli (Carret et al., 1999) a B. bigemina jez byla popsana v USA (Birkenheuer et al.,
2005). Mezi malé, klinicky vyznamné parazity patii B. gibsoni, B. conradae (Kjemtrup a
Conrad, 2006a; Kjemtrup et al., 2006b) a nedavno objevena B. vulpes (Baneth et al., 2015).
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Zivotni cyklus a v{voi Babesia spp.

V klistéti parazit prozije sporogenni Cast zivotniho cyklu a podstupuje sexualni
konjugaci. Tato stadia se objevuji v intestindlnim lumenu a posléze v haemocoelu (cévni
soustave) klistéte. Transovaridlni pfenos (rovnéz znamy jako vertikdlni) byl dokumentovan u
"velkych babesii", ale ne u "malych". Skrz krevni potravu se sporozoity $iii ze slinnych Zlaz
klistéte pfimo do jejich nového hostitele — obratlovce. V ném se dokonci zivotni cyklus
prvoka asexudlni replikaci uvnitt cervenych krvinek hostitele a sporozoity se objevuji ve

formé merozoita (Solano-Gollego et al., 2016).

Clovek vstoupi do tohoto cyklu patogena po kousnuti infikovanym klidtétem. B&hem
sani krve se sporozoity z klistéte dostavaji do ¢lovéka, invaduji jeho erytrocyty, kde se
replikuji. NamnoZeni parazita v krvi zptisobuje hlavni projevy onemocnéni. Clovék je ¢asto
kone¢nym hostitelem. Byl popsan pienos z ¢lov€ka na ¢loveka béhem krevni transfiuze, kdy

krev darce obsahovala patogeny (pfevzato z: www.identify.us.com).

Babesidza u lidi a zvifat: klinické pfiznaky a prubéh onemocnéni
Vice nez 100 druhii babesie bylo do dne$niho dne identifikovano u divokych a

domestikovanych zvitat, ale pouze par z nich infikuje ¢lovéka. VétSina lidskych ptipadi
onemocnéni v USA je zplisobeno B. microti, zatimco v Evropé byva obvykle zplisobeno B.
divergens (Homer et al., 2000). AvSak i dalsi druhy byly prokazany ve vzorkach z ¢lovéka, a
to B. duncani (Persing et al., 1995) a B. venatorum (Sun et al., 2014). V Evropé je
Babesioza znateln¢ méné castd, ale byva cCastéji letdlni. Hodné lidi, ktefi jsou infikovani
babesii, nemaji po del§i dobu Zzadné symptomy. Pacienti se symptomatickou babesidozou trpi
nespecifickymi ptiznaky, napodobujicimi virové horecnaté onemocnéni (podobné jako
maldrie). Mezi nejCastéj$i projevy onemocnéni patii z poCatku apatie a ztrata apetitu,
nasledované zménou chovani, poruchou vidéni, bolestmi svall, poruchami dychdni (mélkym
dechem). Diky destrukci erytrocytti trpi nemocni také hemolytickou anémii a poruchou
ledvin s moznym selhanim (Bajer et al., 2013). Tim, ze babesie infikuji a poSkozuji cervené
krvinky, zptisobuji u hostitele anémii zvanou hemolytickd anémie. Tento typ anémie muize
vést ke Zloutence a zméné barvy moci na tmavou. Bez zaléCeni miiZze babesidza vyustit
v zavazné, Zivotu ohrozujici onemocnéni a to zejména v piipadech, kdy onemocni starsi lidé
(CDC, ptevzato z: www.cdc.gov/parasites/babesiosis/). Prvni ptipad babesiozy u ¢loveéka byl

identifikovan v roce 1957 nedaleko Zahiebu (Chorvatsko) (Skrabalo a Deanovic, 1957). Ze

zacatku identifikovand v Evropé a Severni Americe, lidska babesidoza je nyni hlaSend z
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celého svéta. Babesioza u Cloveka se dnes 1é¢i antibiotiky a chininem. Neni zde k dispozici

zadna vakcina.

Psi jsou nejcastéji vystaveni tomuto parazitovi pii kousnuti infikovanym klistétem,
ale pfenos je mozny 1 krevni transfuzi, krvi pfi pokousani jinym, nakazenym psem a u Sténat
je mozny pienos pies placentu. Mladi psi trpi vaznéjSimi ptfiznaky. Je zde i jista odliSnost
v nachylnosti jednotlivych plemen. Inkubacni doba mezi expozici a propuknutim prvnich
symptomt se pohybuje kolem 2 tydnli. Infekce miize byt bud’ mirna, bezptiznakova, nebo
miiZze zpusobovat vazné piiznaky. Babesie se replikuji v ¢ervenych krvinkdch a dochazi
k jejich destrukci. Hemoglobin se uvoliuje do téla psa a mize zpiisobovat zloutenku stejné
jako anémii, kterd zahrnuje imunitné zprostiedkovanou hemolytickou anémii. Navic se
mohou objevit vazné zandty a to nezavisle na samotné anémii. Dochdzi k poruse srdzeni krve
a pii invazi centralniho nervového systému muiize parazit zptisobit i neurologické symptomy.
Vazné ptipady psiho onemocnéni mohou vykazovat poSkozeni plic a jater. Pfiznaky mohou
prichdzet a odchazet, mohou zahrnovat nedostatek energie, nechutenstvi, slabost, horecku,
bledé dasn¢ a jazyk, oranzové nebo Cervené zbarveni moci, svétlost stolice, hubnuti,

zvétsené lymfatické uzliny, zeZzloutnuti o¢i a kiize (Solano-Gallego et al., 2016).

Babesioza se u kocek prezentuje jako chronické onemocnéni. Mnoho klinickych
ptiznakil (slabost, ztrata energie, zloutnuti klize a o¢i, deprese, ztrata apetitu vedouci ke
ztraté télesné hmotnosti, zrychlené dychani) jsou az sekundarnim projevem onemocnéni po
propuknuti samotné hemolytické anémie, zplsobené intraerytrocytarni piroplasmatickou
infekci. KoCky se adaptuji na tento anemicky stav a nevykazuji vazné ptiznaky, pokud
nejsou stresovany. Vazngjsi ptipady mohou vyustit v edém plic, jaterni potize a nervovou

dysfunkci (Kumar et al., 2008).

Babesia microti
Babesia microti je zodpovédna za tadu infekci v USA a to jak u zdravych pacientt,

tak u asplenickych pacientt (Gray et al., 2010). Rada piipad byla hlasena v severni i jizni
casti Ameriky, jinde jsou celkem vzacné. Infekce byla také objevena v Asii (Taiwan a
Japonsko) (Shih et al., 1997; Saito-Ito et al., 2000) a Australii (Senanayake et al., 2012).
Ptesto, Ze byla B. microti nalezena v klistatech v n€kolika evropskych zemich, zpisobila
pouze ojedinéle ptipady lidského onemocnéni (Meer-Scherrer et al., 2004; Hildenbrandt et

al., 2013, Welc-Falgciak et al., 2015).
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Babesia venatorum
B. venatorum jako mozny puvodce lidské babesiozy v Evropé, vykazuje urcitou

serologickou skiizenou reaktivitu s B. divergens (Duh et al, 2007). Tento druh byl
identifikovan v kliStéti 1. ricinus v n€kolika evropskych zemich, jako naptiklad Slovensko
(Duh et al., 2005), Svycarsko (Casati et al., 2006), Nizozemsko (Wielinga et al., 2009),
Polsko (Cieniuch et al., 2009), Italie (Cassini et al., 2010), Belgie (Lempereut et al., 2011),
Neémecko (Schorn et al., 2011), Francie (Reis et al., 2011; Bonnet et al., 2007) a v neposledni
tfadé i v Ceské republice kde napf. vroce 2015 bylo nalezeno 0,5% klistat I ricinus
nakazenych timto druhem (Venclikova et al., 2015). V Itélii a Rakousku byly prvné popsany
ptipady infekce B. venatorum u dvou nemocnych asplenickych muzi, trpicich Hodgkinovo
chorobou a B lymfomem. Klinické ptiznaky sahaly od mirnych az po zdvazné. Oba pacienti
byli zaléceni clindamycinem a quaninem (Herwaldt et al., 2003; Hiselbarth et al., 2007).
Tteti a také velice neobvykly evropsky pfipad byl registrovan v Némecku. Asplenicky muz
s Hodgkinovou chorobou byl po dlouhou dobu seronegativni na specifické protilatky proti B.
venatorum. Pacient prode¢lal i nasledny relaps onemocnéni. To mohlo byt zpiisobeno
imunosupresivnim U¢inkem 1é€by. Mimo téchto piipadi neni Zadnad dalS$i evidence

onemocnéni vyvolaného B. venatorum (Haselbarth et al., 2007).

B. divergens
B. divergens, ktera je typickym patogenem napadajicim skot, zplsobuje lidskou

babesidzu u vétSiny nakazenych evropanii. Od roku 2003 byly v Rakousku, Italii a Némecku
zaznamenany cetné piipady lidského onemocnéni zpiisobeného B. divergens (Herwaldt et
al., 2003; Haselbarth et al., 2007). Klinické projevy onemocnéni jsou omezeny zejména na
jedince po splenektomii, ¢i s poruchou funkce imunity (Martinot et al., 2011). Zvysujici se
pocet piipadd HIV pozitivnich pacienti a imunokompetentnich jedinci v méstskych

oblastech mlize vést také k nartistu poctu tohoto onemocnéni (Hildebrandt et al., 2013).

Symptomy se dostavi nahle. Je to fulminantni, zivot ohrozujici infekce. Béhem 1-3
tydni se objevuje septickd horecka, hemoglobinurie a Zloutenka zplisobena lyzou bungk.
Vice nez 42% takovych piipadii pacientd umird (Vannier a Krause, 2009). Do dne$niho dne
bylo v Evropé zaznamendno kolem 43 ptipadl infekce B. divergens a to predevSim u
asplenickych pacientd (Vannier a Krause, 2012). Nékolik vaznych piipadii onemocnéni
B. divergens skoncilo fatdln¢ celkovym selhdnim organt 4-7 dnG po manifestaci

hemoglobinurie.
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B. canis
Babesia canis je prenasena pijakem hnédym (Rhipicephalus sanguineus) v USA a

klistaty Dermacentor v Evropé€. Babesia canis se déli do tii poddruhi: B. canis vogeli, B.
canis rossi a B. canis canis (Uilenberg et al., 1989) a to na zaklad¢ distribuce a antigennich
vlastnosti. Z téchto jmenovanych je pravé posledni zodpovédna za vazna onemocnéni u pst
naptic celou Evropou (Duh et al., 2004; Foldvari et al., 2005; Adaszek a Winiarczyk, 2008;).
B. canis byla diagnostikovdna v riznych zemich severni Evropy, stejné jako ve stfedni a

jizni Evropé (Solano-Gallego et al. 2011)

Obr. 3: Distribuce Babesia spp. detekovanych u psti v evopskych zemich (Solano-Gallego et
al., 2016).

8. canis ®
B. vagell ]
B. vulpes @
B. gibsoni

3.1.4 Rickettsia spp.
Tato skupina parazith se fadi mezi obligatné¢ intracelularni, aerobni alfa-

proteobakterie pattici do rodiny Rickettsiaceae, skupiny Rickettsiales (Botelho-Nevers a
Raoult, 2011). Tyto bakterie jsou schopny piezivat volné bez cytosolu hostitelské bunky.
Rickettsiales jsou tradiéné déleny do dvou skupin: "typhus group" (MSF) a "spotted fever
group" (SFG). SFG rickettsiae jsou spojeny s klistaty (hard ticks, rod Ixodidae), kromé
druht R. akari a R. felis, které jsou spojené s blechami. Klistata jsou schopnd prenasSet
patogeny, jak mezi jednotlivymi vyvojovymi stadii, tak i transovaridlné¢ (Raoult a Roux,

1997).
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V Evropé je onemocnéni rickettsiozou znamo jiz delsi dobu. Stiedomotsky skvrnity
tyfus (MSF) byl doposud povazovan za jediné onemocnéni v Evropé, zptisobené druhem R.
conorii. V poslednich deseti letech byly zapojeny do lidské patologie jesté dal§i druhy
Rickettsia spp.: R. slovaca, R. sibirica mongolotimonae a R. helvetica. Navic byly popsany

dalsi pripady rickettsidzy prenasené blechou (R. typhi, R. felis).

Pro Evropu jsou charakteristické svym vyskytem druhy: R. felis, R. typhi, R.
prowazekii, R. akari, R. conorii, R. slovaca, R. sibirica mongolotimonae, R. raoiltii, R.
massiliae, R. aeschlimanni, R. helvetica a R. monacensis. Rada druhii rickettsiae je
asociovana s kliStaty a fadi se mezi jakési symbionty, mikrosymbionty ¢i endosymbionty.

Patogenita téchto druhti neni doposud zcela znama (Parola a Raoult, 2001).

Pfitomnost Rickettsia spp. je dokumentovana témét ve vsSech zemich Evropy.

Obrazek 5 vizualizuje geografickou distribuci jednotlivych druhti v Evropé, kde barevné

zvyraznéné symboly znaci infek¢ni druh (Fournier et al., 2004).

Obr. 4: Aktualizovany vyskyt jednotlivych druhti Rickettsia spp. (Parola et al., 2013).
B  A. conorii conorii . B 'J‘ - k'{, 4 "..l('{- -‘
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4= R. conorii caspia o
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o [
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s h
5 m e Toodl
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. raoultii e
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* «Candidatus R. barbariaslly T ‘

Rickettsia sp. AvBat ‘Jj e e
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&) « candidatus R. siciliensis»
O « Candidatus R. rioja »
<« Candidatus R. vini »
L+ Rickettsia sp. strain Davousti
e, Candidatus R. kotlanii »

Evropska klistata rodu /. ricinus jsou vektory zejména dvou Rickettsia spp. a to R.

helvetica a R. monacensis (Fernandez-Soto et al., 2006).
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Zivotni cyklus a v{voj Rickettsia spp.

Patogeny této skupiny patii mezi nepohyblivé, gramnegativni, vysoce pleomorfni
bakterie bez schopnosti tvofit spory. Mohou se vyskytovat jako koky (0,1um), vldkna (10pm
dlouhé) a tycky (1-4pum dlouhé). Jako obligatné intracelularni patogen se rickettsie po vstupu
do eukaryotické (endotelidlni) buniky hostitele replikuje v cytoplasmé, pfeziva a déle roste.
Neni mozné ziskat kulturu pouzitim umélych zivin, proto je péstovand v tkanovych

kulturach nebo se pouziva kuteci embryo (Walker, 1996).

Klinické znaky a pritbéh onemocnéni u lidi a zvitat
SFG rickettsiae vyvolavaji u lidi onemocnéni zndmé jako DEBONEL

("Dermacentor-borne necrosis erythema lymphadenopathy") Casto nazyvané také jako
TIBOLA (tick-bornelymfadenopathy) (Ibarra, 2006). Obecné ptiznaky infekce Rickettsia
spp. sahaji od koznich projevll (vyrazka), zdutelych lymfatickych uzlin, aZz po horecnaté
onemocnéni doprovazené bolestmi hlavy, kloubl a svali (Bacellar et al., 1999; Parola a
Raoult, 2001; Fournier et al., 2004, 2005). Klinické projevy se objevuji 4. az 10. den po
kousnuti klistétem a li$i se dle konkrétniho druhu rickettsie. Pacienti jsou lé¢eni antibiotiky,
konkrétné tetracykliny (doxycyklin) (Karpathy et al., 2007). Lécba by méla byt zapocata co
nejdfive od prvnich projevli onemocnéni. Ke snizZeni teploty dochazi po dvou dnech. Vazné

nemocné pacienty je tteba I€Cit delsi dobu, nez je vidét ztetelné zlepSeni zdravotniho stavu.

Evropsti klinici by méli brat na ztetel i dal$i onemocnéni vyvolavané Rickettsia spp.,
mezi které patii cestovatelské: horecka skaliskych hor (R. rickettsii), africka horecka

(Rickettsia africae) a orientalni skvrnity tyfus (Rickettsia japonica) (Heyman et al., 2010).

Nezavisle na druhu SFG rickettsiae, ptedstavuji tyto organismy u psa akutni
hore¢naté onemocnéni, trvajici po dobu 7 az 10 dni. Sekundérni projevy onemocnéni
zahrnuji poskozeni endotelidlnich bun¢k, které zptisobuje vaskulitidy, edém a nekrozu. Psi se
mohou vylécit spontann€, byt zaléCeni doxycyklinem, nebo umfit. Pro toto onemocnéni
neexistuje zadna chronicka faze, po infekci vznika nejspiSe permanentni imunita. Klinické
ptiznaky u psii jsou ve vétsing piipadii identické tém lidskym ptiznaklim onemocnéni. Pes
slouzi jako sentinel pro MSF, proto je zdsadni zavedeni veterinarniho vySetieni.
Diagnostické potvrzeni onemocnéni MSF u psa umozni veterinaitim zohlednit mozné riziko
ptenosu R. rickettsii. Diky ohniskové distribuci R. rickettsii v populaci klistat mohou psi

slouzit jako bezprostfedni sentinely k pfenosu onemocnéni. Nékolik zdznamu v literature
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popisuje diagnézu onemocnéni RMSF ("Rocky mountain spotted fever") u pst a v nékterych

ptipadech pravé tyto vedou k identifikaci infekce u lidi ze stejného prostiedi ¢i domécnosti
(Paddock et al., 2002; Elchos a Goddard, 2003).

SFG je u kocek nalezeno a diagnostikovdno pouze sporadicky. NejcastéjSim
puvodcem infekce rickettsii je u nich R. felis, pfenaSend blechou. Infekce jsou

asymptomatické.

Evropska klistata rodu 1. ricinus jsou prenaseci zejména dvou Rickettsia spp. a to R.

helvetica a R. monacensis. (Fernandez-Soto et al., 2006)

Rickettsia helvetica

Rickettsia helvetica byla z klistdte I ricinus poprvé izolovana ve Svycarsku roku
1979 (Burgdorfer et al. 1979). Pozd¢ji byla nalezena v mnoha evropskych a asijskych
zemich (Beati et al. 1993; Fournier et al. 2002). Kl1isté /. ricinus je povazovano za klasického
vektora tohoto patogenu, avSak v Chorvatsku byla R. helvetica rovnéz objevena v kliStéti D.
reticulatus (Dobec et al., 2009). I kdyz byla R. helvetica prvotné povazovana za nepatogenni
druh pro clovéka a pro mnoho druhli zvifat, n&které piipady naznacuji schopnost této
rickettsie zplsobit nespecifické symptomy onemocnéni. Onemocnéni zpiisobené timto
druhem rickettsie je spojeno s nasledujicimi pfiznaky: erythema migrans nebo vyrdzka,
horecka, bolest hlavy, atralgie (bolest kloubll), myalgie (svalové stahy) (Fournier et al.,
2004; Parola, 2005). V roce 1999 byl tento druh asociovan s chronickou perikarditidou u
Svédského pacienta s ndhlou srdecni smrti (Nilson et al., 1999). Rickettsia helvetica byla
nalezena v krevnich vzorcich ze psi, kocek, liSek a dalSich volné zijicich zvirat (Boretti et
al., 2009).

R. monacensis
Tento druh byl prokazan v klistatech I. ricinus v méstskych a ptiméstskych oblastech

Slovenska, Ceské republiky, Némecka, Srbska, Polska a Portugalska (Rizzoli et al., 2014).
Podobné jako druh R. conori patti mezi SFG asociované se sttedomotskym skvrnitym tyfem
(Jado et al., 2007). V roce 2005 byla R. monancensis identifikovana jako lidsky patogen u
dvou $panélskych pacientli. Oba pacienti byli star§iho véku. Pfed prvnimi pfiznaky choroby
byli pokouséni klistétem. Déle pak u mladého italského pacienta ze Sardinie (Jado et al.,
2007; Madeddu et al., 2012). Onemocnéni, kromé¢ horecky a symptomi podobnym
chfipkovému onemocnéni, se projevuje vyrazkami napfiklad na dlanich a chodidlech, stejné

jako v mist¢ inokulace klistéte (Rizzoli et al., 2014).
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4. Materialy a metody
4.1 Sbér a zpracovani klist’at

Sbér nenasatych, polonasitych a plné nasatych klistat z potulnych pst a kocek
probihal v prib¢hu let 2014, 2015 a 2016. Veskera klistata byla ziskdna ve spolupraci
s utulkem pro psy a ko¢ky na Zlaté stoce (Na Zlaté stoce 690/3, Ceské Budgjovice 2).
Klistata byla roztfidéna podle pohlavi, mista ndlezu zvifete, data nalezu a podle stupné

nasati.

4.1.1 Zpracovani vzorki

Klistata byla sbirdna po odchyceni zvifete (psa ¢i kocky) do 15ml zkumavek
zajisténych vickem a opatfenych popiskem s informaci o misté¢ odchytu, pravdépodobném
véku a pohlavi zvifete. Takto popsané zkumavky byly do doby dalSiho zpracovani uchovéany
pti teploté +4 °C. Nasledné byla klistata roztfidéna dle pohlavi do jednotlivych zkumavek
typu eppendorf. Zkumavky byly opatfeny popiskem s informaci o pohlavi (samice/samec),
datu odchytu a sbéru klistéte, zdali bylo klist¢ nasaté, polonasaté ¢i nenasaté a Cislem
vzorku. Takto rozdélené vzorky byly do dalsiho zpracovani uchovany v mrazéku pfi teploté -

20°C.

Pted samotnou izolaci genomové DNA klist'at bylo provedeno promyvani vzorkt dle

nasledujiciho postupu:

1. 10% chlorové bélidlo — 10 minut
2. ddH,O

3. 70% EtOH — 10 minut

4. ddH,O

5. UsuSeni

Po promyvani byla klitata rozkrajena na 4-6 kouska sterilnim skalpelem.

4.1.2 Isolace genomové DNA z klist'at
K purifikaci genomové DNA byl pouzit "DNeasy Blood & Tissue Kit" od firmy

Qiagen. Jednotlivé kroky byly dodrzeny piesné podle ptilozeného protokolu vyrobce. Takto
byly vzorky ptipraveny k nasledné PCR reakci.
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4.1.3 Polymerazova retézcova reakce

Pro "screening" klistat na pfitomnost jednotlivych patogent (Bb s.l., Anaplasmy,
Rickettsie a Babesie) byla pouzita PCR reakce s vyuzitim specifickych primeri, které jsou
vyjmenovany v tabulce 4. K pfesné identifikace druhu borelie byly u nékterych vzorkt
dodatecné pouzity primery k amplifikaci "housekeeping" genti (clpA, cplX, pepX, pyrG, nifS,
recG, rplB a uvrA). Pro potvrzeni inzertu v plasmidu po klonovani PCR produktu byly
pouzity primery M13 forward a reverse. VSechny slozky PCR reakce jsou zaneseny do
tabulky 3.

Tab. 3: Slozky PCR reakce.

Slozky reakéni smésy mnoZzstvi

Taq DNA

polymeraza* s

25 mM MgCl; * 2l * komponenty
10 mM dNTPs * 1l nahrazeny 2x PCR
10x reakéni pufr * 2ul Master mix
ddH20 v zavislosti na mnoZstvi templatu (Promega)

1 mM primer forward 1l

1 mM primer reverse 1 ul

Genomova DNA -4 W

Kone¢ny objem PCR amplifikace byl 20ul. Jako negativni kontrola byla v reakci
pouzita ddH,O a jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA purifikovand z kultury
borelii.V pfipad¢ ostatnich patogenti byl PCR produkt z pozitivnich kliStat zaklonovan do
plazmidu. Ziskana plasmidovd DNA byla pouzivana jako pozitivni kontrola. Jednotlivé

kroky amplifikace jsou popsany nize:

Denaturace: 96°C, 5 min

Denaturace: 95°C, 30 s

Nasedani primerti: 50 — 63°C, 30s (teplota dle pouzitychprimert) } 30/35 cykla

Elongace: 72°C, 30s

Konecna elongace: 72°C, 5-10 min

AN I A

Vzorky udrzovany v cycleru pii 4°C, oo

*reakce probihala v "Master Cycler" (Eppendorf).
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Po prvni amplifikacni reakci (spacer PCR) nésledovala u nékterych vzork druha

amplifika¢ni reakce ("nested" PCR s druhym parem vnitinich primert) ke zvySeni mnoZzstvi

amplifikované DNA a zamezeni mozné inhibice vEétsim mnozstvim necilové DNA ve

vzorku. Jako templat bylo pouzito 5 pl z prvni "spacer" reakce.

Vsechny pouzité primery jsou uvedeny v tabulce 4.

Tab. 4: Primery pouzité pro PCR reakce.

Teplota
Patogen Primer Gen Sekvence (5'—>3") nasedani Autor
(°C)
ﬁ;”l:’e”“ flaB Outer F AARGAATTGGCAGTTCAATC 52
flaB Outer R : GCATTTTCWATTTTAGCAAGTGATG 52 Clark et al.,
flagellin B 2005
flaB Tnner F ACATATTCAGATGCAGACAGAGGTTCTA 55
flaB Tnner R GAAGGTGCTGTAGCAGGTGCTGGCTGT 55
ospC Outer F ATGAAAAAGAATACATTAAGTGC 52
ospC Outer R c ATTAATCTTATAATATTGATTTTAATTAAGG 52 Bunikis et
osp
ospC Inner F TATTAATGACTTTATTTTTATTTATATCT 55 al.,, 2004
ospC Inner R TTGATTTTAATTAAGGTTTTTTTGG 55
P66 Outer F CGAAGATACTAAATCTGT 50
p66 Outer R o GCTGCTTTTGAGATGTGTCC 50 Clark et al.,
p66 Inner F P TGCAGAAACACCTTTTGAAT 50 2005
p66 Tnner R AATCAGTTCCCATTTGCA 50
Anaplasma. | e gor F GGGGATGATGTCAARTCAGCAY 60 | Tabaretal
Spp- 16S rRNA S
A/Erev R CACCAGCTTCGAGTTAAGCCAAT 60
g;‘lf esta RLB-F2 GACACAGGGAGGTAGTGACAAG 63 Matjila et
- , al., 2004
B.mic1075lo 185 IRNA | AACCCAAAGACTTTGATTTCTCTC 63 |
Babesia spp. F GTTTCTGMCCCATCAGCTTGAC 61 Hllpeﬂsliaus
er et al.
Babesia spp. R CAAGACAAAAGTCTGCTTGAAAC 61 2006
fl;lc)ke“s"’ Rmasglta 863up F GCTAAAGCTAAGGATAAAAATGAT 52 Matjila et
Rmasgltal 06510 R TCAATAAAATATTCATCTTTAAGAGC 52 al., 2004
RpCS.750p Outer F glid GACCATGAGCAGAATGCTTCT 50
RpCS.1258n Outer R ATTGCAAAAGTACAGTGAAC 50 Roux et al.,
RpCS.877p Inner F GGGGGCCTGCTCACGGCGG 50 2000
RpCS.1258n Inner R ATTGCAAAAAGTACAGTGAAC 50
M13 MI3 F GTAAAACGACGGCCAG 50 Euroimmun,
MI3 R CAGGAAACAGCTATGAC 50 2005

Podminky reakce"spacer" a "nested" ("semi-nested" u nifS a rp/B) pro "housekeeping"

geny borelie s primery clpA, clpX, pepX, pyrG, nifS,rplB, uvr4 jsou popsany nize:
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Reakce ("'spacer' PCR)

. Denaturace: 95°C, 15 min

Denaturace: 94°C, 30 sekund
Nasedani primeri: 55°C —48°C, 30 } 35 cyklu

1
2
3
4. Elongace:72°C, 30 s

5. Denaturace: 94°C, 30 s

6. Nasedani primeri: 48°C, 30 s } 20 cyklu
7. Elongace: 72°C, 30 s

8. Zavérecna elongace: 72°C, Smin

9

. Vzorky udrzovany v cycleru: 14°C, o
*s kazdym cyklem se teplota snizila o 1°C (tzv. "touchdown")

1. Denaturace: 95°C, 15 min

2. Denaturace: 94°C, 30 s

3. Nasedani primerti: 55°C , 30 s } 35 cykli
4. Elongace: 72°C, 30 s

5. Zavére€na elongace: 72°C, 5 min

6

. Vzorky udrzovany v cycleru: 14°C, o
Podminky PCR reakce s primery pro recG se lisily a jsou popsany nize:

"Spacer" reakce s outer primery probihala nasledovné:

1. Pocatecni denaturace: 95°C, 15 min
2. Denaturace: 94°C, 30 s 30 cykli
3. Nasedani primert: 50°C, 30 s

4. Elongace: 72°C, 30 s

5. Zavérecna elongace: 72°C, 5 min

6

. Vzotky udrzovany v cycleru: 14°C, oo
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Druhé tzv. "nested" reakce probihala pfi stejnych podminkach jako "spacer" reakce az na
prvni krok denaturace, kdy se zménil ¢as na 7 minut. Jako templat bylo pouzito 5ul z prvni

"spacer" reakce. Podminky reakce pro "housekeeping" geny byly pievzaty z prace Margos et
al., 2008.

Tab. 5: Primery pro amplifika¢ni reakci "housekeeping" genti borelie.

Primer Tep lot;g&)lsedéni Sekvence (5'—>3") Autor
clpA Outer F 50 GATAGATTTCTTCCAGACAAAG
clpA Outer R 50 TTCATCTATTAAAAGCTTTCCC
clpA Inner F 48 GACAAAGCTTTTGATATTTTAG
clpA Inner R 48 CAAAAAAAACATCAAATTTTCTATCTC
clpX Outer F 50 GCTGCAGAGATGAATGTGCC
clpX Outer R 50 GATTGATTTCATATAACTCTTTTG
clpX Inner F 48 AATGTGCCATTTGCAATAGC
clpX Inner R 48 TTAAGAAGACCCTCTAAAATAG
nifS Outer F 50 GTTGGAGCAAGCATTTTATG
nifS Outer R 50 GTTGGAGCAAGCATTTTATG
nifS Inner F 48 ATGGATTTCAAACAAATAAAAAG
nifS Inner R 48 TCACAGCCAATTTTTTTAAC
pepX Outer F 50 ACAGAGACTTAAGCTTAGCAG
pepX Outer R 50 GTTCCAATGTCAATAGTTTC
pepX Inner F 48 TTATTCCAAACCTTGCAATCC
pepX Inner R 48 TGTGCCTGAAGGAACATTTG Margos ct al, 2008
pyrG Outer F 50 GATTGCAAGTTCTGAGAATA
pyrG Outer R 50 CAAACATTACGAGCAAATTC
pyrG Inner F 48 GATATGGAAAATATTTTATTTATTG
pyrG Inner R 48 AAACCAAGACAAATTCCAAG
recG Outer F 50 CCCTTGTTGCCTTGCTTTC
recG Outer R 50 GAAAGTCCAAAACGCTCAG
recG Inner F 48 CTTTAATTGAAGCTGGATATC
recG Inner R 48 CAAGTTGCATTTGGACAATC
rplB Outer F 50 TGGGTATTAAGACTTATAAGC
rplB Outer R 50 GCTGTCCCCAAGGAGACA
rplB Inner F 48 CGCTATAAGACGACTTTATC
rplB Inner R 48 GCTGTCCCCAAGGAGACA
uvrA Outer F 50 GCTTAAATTTTTAATTGATGTTGG
uvrA Outer R 50 CCTATTGGTTTTTGATTTATTTG
uvrA Inner F 48 GAAATTTTAAAGGAAATTAAAAGTAG
uvrA Inner R 48 CAAGGAACAAAAACATCTGG
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4.1.4 Elektroforéza
Jednotlivé PCR produkty byly rozdélovany podle velikosti v 0,9-1,5 % agarozovém

gelu /1x TAE pufru pii napéti 50-100 V. Pied nanesenim vzorki na gel k nim bylo ptidano
3,3 ul 6x vzorkového pufru Orange DNA Loading Dye (Thermo Scientific) s obsahem 50x

SYBR Green, ktery umoznil ndslednou vizualizaci vysledki pod UV svétlem.

4.1.5 Purifikace DNA z gelu

PCR produkty rozdélené na 0,9-1,5% agar6zovém gelu byly extrahovany pomoci
kolon "Ultrafree DA DNA extraction from agarose gels" (Millipore) ptfesné dle protokolu a
doporuceni vyrobce s vyuzitim centrifugy (Centrifuge 5415 C, Eppendorf, Centrifuge
5415D, Eppendorf). Po pieisténi a zmeéfeni koncentraci na spektrofotometru (Nano

dropSpectrophotometer, Thermo Scientific) byly vzorky sekvenovany.

4.1.6 Sekvenovani
Sekvenacni reakce byly ptipravené podle pozadavkid sekvenacni laboratofe

(°SEQme s.1.0.) nasledovné: pokud byl PCR produkt < 500 bp, bylo pouzito 50 ng vzorku,
ke kterému bylo ptidano 25 pmol primeru (ktery byl pouzit pro amplifikaci). V ptipadé, ze
velikost PCR produktu byla v rozpéti 500 — 1000 bp, bylo pouzito100 ng vzorku a 25 pmol

primeru. Pfi sekvenaci plazmidové DNA bylo k 500 ng vzorku ptidano 25 pmol primeru.
*celkovy objem reakce 10 pl

4.1.7 Klonovani a transformacni reakce
Pro piesné ovéfeni sekvence vzorkd, byly PCR produkty zaklonovany do PCR® 4-

TOPO vektoru pro sekvenaci. Veskeré kroky klonovaci reakce byly provedeny podle
protokolu od vyrobce "TOPO TA Cloning Kit For Sequencing" (Invitrogen). Pro
transformace byly pouZzity kompetentni buiitky DHS5a. Transformacni smés byla rozetfena na
pfedem piipravené Petriho misky s LB agarem a ampicilinem (50 mg/ml) a pfes noc

inkubovanna pti 37°C.

Druhy den byly jednotlivé kolonie pfeneseny do LB média s ampicilinem (50 mg/ml)
a inkubovany pifes noc na 37°C na ttepacce. Dalsi den byly bunééné kultury stoCeny pii

max. otackach po dobu 15 minut.

Po odsani supernatantu byl bunéény pelet zmraZen ¢i ihned pouzit k purifikaci
plazmidové DNA pomoci kitu "QIAprep” Spin Miniprep Kit" podle protokolu od vyrobce.
Kone¢nym krokem purifikace byla eluce DNA z kolonky 30 pl dvakrat deionizované vody.
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4.1.8 Ovéreni uspésSnosti klonovani a transformace

K ovéfeni pfitomnosti inzertu byla pouzita PCR reakce s gen-specifickymi primery,
které byly pouzity k ziskani PCR produktua s vektor specifickymi primery M13 (forward,
reverse). PCR produkty se analyzovaly s pouzitim 1.5-2% agarozového gelu. Vysledek byl

vizualizovan pod UV lampou. Pozitivni vzorky byly odeslany na sekvenaci.

Vsechny pfistroje pouzité pii této praci, chemické latky a programy k Gpravé a

analyze sekvenci jsou zaznamenany v tabulkach 6 a 7.

Tab. 6: Pouzité chemikalie.

Latka Komponenty

2x Master mix Taq DNA polymeraza[doplnéno reakénim pufrem (pH 8,5)] 400 pM PCR reakce
dATP, 400 uM dGTP, 400 uM dCTP, 400 uM dTTP, 3 mM MgCl,
(Promega)

50x TAE pufr 200 mM Tris-HCl, 50 mM EDTA

Agaroéza Agarosa (Serva) pro DNA ELFO, 1xTAE pufr

Marker 100 bp Plus Gene Ruller (Sigma a Invitrogen)

Elektroforéza

Vzorkovy pufr | Blue/Orange 6x loading dye, (0,03% bromophenol blue, 0.03% xylene
cyanol FF, 0,4% orange G, 15% Ficoll™ 400, 10mM TrisHCI (pH 7,5) a
50mM EDTA (pH 8,0) (MBI Fermentas)

S.0.C. 2% trypton, 0,5% vytazek z kvasnic, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM

médium MgCl,, 10 mM MgSO, a 20 mM glukéza

Ampicilin 50 mg/m1 stock sol.

Kultivaéni Luria-Bertani Medium (LB médium) [25 g LB Broth, Miller, Tissue transfo?rrrll(;\éi?lr:akce
médium Culture Grade (Amresco)/11 dH20]

LB/agar 20 g/L Gibco® LB Broth, 10 g SELECT Peptone 140, 5 g SELECT

Yeast Extract, 5 g NaCl

Tab. 7: Ptistroje pouzité pii préci se vzorky.

PCR box DNA/RNA UV cleaner UVC/T-M-AR
(Biosan)

PCR cycler Mastercycler personal (Eppendorf)

Elektroforéza OVL EasycastTM B2 (Thermo scientific)

Centrifugy 5415 C (Eppendorf), 5415D (Eppendorf)

Flow box Gelaire

Foceni geli FotosystémKodak

Nanodrop (méfeni NanoDrop®, ND-1000 Spectrophotometer

koncentrace)

4.2 Analyza sekvence
Analyza sekvenci byla provedena pomoci modulu EditSeq a Seqman (DNASTAR) a
ovéteny v GenBank pomoci Blast Search.
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MLST (""Multilocus sequence typing'')
Pro potvrzeni druhové specificnosti nékterych vzorkli byla pouzita metoda detekce

variaci mezi sekvencemi "housekeeping" geni, kterd charakterizuje jednotlivé druhy na
zakladé¢ jejich unikatnich alelickych profild. MLST analyza byla provedena pomoci databaze
MLST- www.pubmlst.org.

5. Vysledky

Pro vyzkum incidence a infek¢nosti klisStat c¢tyfmi patogeny (Borrelia spp.,
Anaplasma spp., Babesiaspp. a Rickettsia spp.) byla zvolena metoda sbéru klistat pfimo ze
psti a kocek, odchycenych v Ceskych Bud&jovicich a okoli ve spolupraci s Gtulkem pro

zatoulané psy a ko¢ky Na Zlaté stoce (Na Zlaté stoce 690/3, Ceské Bud&jovice 2).

5.1 Vysledky sbéri klist'at
Jednotlivé oblasti okoli Ceskych Budgjovic, kde byla zvifata odchycena, spolu

s informaci o poctu a pohlavi klistat nalezenych na téchto zvifatech, jsou zaznamenany

v tabulce 8. Za dobu sbéru vzorkl bylo ziskano celkem 343 klist’at.

Tab. 8: Mista odchytu zvitat a na nich nalezena klist’ata.

Odchycené o Odchyceni
koiky Klistata psi

Ka 3 . \

S 32 54 (J4, 250) 1 1

Prazskaul. 1 12

Azylovy dim )
=y 2 18 (172, 14) . .

Arpida 1 12
centrum
Havlickova

kolonie - - 22
Jirovecovaul.

Na Zlaté stoce 2 3?

Novohradska
ul

Stromovka - -
Ceské Vrbneé - -
Vrbenské 19
rybniky

Hiirska ul. - -
Pekarenska ul. - -
Rudolfov - -
Zliv - -
Otavska
Diiten - -
Vrbenska ul. - -
Okruzni ul. - -

Brezi

Oblast Kligt'ata

o
=
—
O

b

B | =
b | -
+o

(]

9(82.1)
23 (172, 6)

22

=
=

—

|
i
—

[ S Qg i g G
(5]
L]

Hl.nad
Vltavou 102

CEn. 1 3

i
i
e

Ho
(=
[

173 (1642, 93)

*n.- nespecifikovano
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Celkem 92 klist’at bylo nalezeno na 39 kockach (27 &, 129Q), v priméru 2,4 klistéte
na jednu kocku. Dohromady bylo potvrzeno 23 (59%) kocek s infekei 1 patogenem, 8 (21%)

se 2 a vice.

Na 67 psech bylo nalezeno 251 klist'at, v priméru 3,7 kliStéte na jednoho psa. Byla
prokazana infekce 24 (36%) psii s 1 patogenem, 8 (12%) se 2 a vice patogeny

Tab. 9: Pocty klistat nasbiranych v jednotlivych mésicich roku 2014, 2015 a 2016.

Mésic pocet klist’at Rok sbéru

kvéten 14

Cerven 14

= 2014
dervenec 12

celkem 40

brezen 1

duben 97

kvéten 103

— 2015
cerven 22

dervenec 5

celkem 259

duben 31

kvéten 11

= 2016
cerven D)

celkem 44

Pocty nalezenych klistat se v prib&hu mésicii liSily. Byl potvrzeny jarni pik a to

zejména v mésicich duben a kvéten, kdy byl primérny pocet klistat nejvyssi.

29



Informace zanesené do tabulky 9 jsou zndzornény v grafu na obrazku 5.

Obr. 5: Pocty klist’at v pribéhu let 2014, 2015 a 2016.

© O
g 7 2016
x E

5 60

>

& 50

g

T 40

o 4

@ 304

)8 i

& 20

T
bfezen duben kvéten Cerven cervenec

5.2 Vysledky analyzy vzorkii na pritomnost patogenti Babesia spp., Rickettsia spp., B.
burgdorferi s.. a Anaplasma spp.

Na pritomnost jednotlivych patogeni bylo vySetfeno celkem 343 klistat z toho
93,29% (n = 320) samic a 6,71% (n = 23) samcu. Identifikace klistat prokdzala, ze kliStata
druhu 7. ricinus (n = 323) ptedstavovala vétSinu vSech vysetfenych klistat (94,17%), z toho
93,19% samic (n = 301), 6,81% samct (n = 22). Dale bylo nalezeno ndpadn¢ méné klistat
rodu 1. hexagonus (n = 20) 5,83%, z toho 5% samcti (n=1) a 95% samic (n = 19).

Z celkového poctu analyzovanych klistat bylo 44,3% nakazeno jednim patogenem a
5,25% dvéma a vice patogeny. Z toho I ricinus — 44,3% s jednim patogenem a 5,25% se

dvéma a vice patogeny a I. hexagonus — 3,5% jednim patogenem.
patog

Pro optimalizaci podminek PCR reakci byly upraveny podminky amplifika¢ni

reakce, mnozstvi templatové DNA a byly pouzity rizné primery.

Ke stanoveni ptitomnosti Borrela spp.ve vzorcich pomoci PCR, byly pouzity primery

pro flaB gen (Clark et al., 2005).

Priklad vysledku amplifikac¢ni reakce je uveden na obrazku 6 (A), jamky 1 a 2 jsou
pozitivni vzorky (velikost PCR produktu 479 bp). Na stejném obrazku (B) je vidét vysledek

30



amplifikacni reakce s primery pro 16S rRNA Anaplasma spp. (Tabar et al., 2008), jamky7 a
8 - pozitivni vzorky (velikost PCR produktu 251 bp).

Obr. 6: Vysledky amplifikace ¢asti genu pro flagellin borelie (A) a 16S rRNA anaplasmy
(B).

A)

500 bp

*M-marker (100 kb)
*+ pozitivni kontrola, - negativni kontrola

Vysledky amplifikaci ¢astecné sekvence glt4 genu Rickettsia spp. (Matjila et al.,
2004) jsou uvedeny na obrazku 7. Jamka €. 10 — pozitivni vzorek. Velikost PCR produktu
203 bp.
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Obr. 7: Vysledky amplifikace genu u git4 Rickettsia spp.

*M-marker (100 kb)
*+ pozitivni kontrola, - negativni kontrola

Poslednim prokazovanym patogenem byla Babesia spp., kde byla amplifikovadna cast

genu 18S rRNA o velikost produktu 422 bp. Jamka ¢. 8 — pozitivni vzorek.

Obr. 8: Vysledky amplifikace ¢asti 18 rRNA genu Babesia spp.
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422 bp

*M-marker (100 kb)

*+ pozitivni kontrola, - negativni kontrola

Statisticka analyza dat byla vyhodnocend pomoci programu "R project”" (www.r-
project.org, Wilson, 1927). Rozdil v pozitivité mezi samci a samicemi kliStéte 1. ricinus
nebyl statisticky vyznamny (- 2,482, df =2, p = 0,115). U I ricinus (n = 323) byla nejvice
zastoupena Borrelia spp., kterd byla nalezena u 21,87% (n=75), dale nasledovana
Anaplasma spp. 11,1% (n = 38), Rickettsia spp. 10,2% ( n = 35) a Babesia spp. 4,1% (n =
14).
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Z celkového poctu nasbiranych 1. hexagonus (n = 20) byla nejvice zastoupena infekce
Anaplasma spp. 15 % (n =3), nasledovand Borrelia spp. 10 % (n = 2), dale Babesia spp. 10
% (n=2) a Rickettsia spp. 5 % (n=1).

Rozdily mezi piitomnosti patogentt u obou klistat 1. ricinus a I. hexagonus (y’-
0,079, df =2, p = 0,778) nebyly vyhodnoceny jako statisticky vyznamné, coz mohlo byt
zpusobeno velice malym vzorkem kliStat 1. hexagonus. Rozdily prevalence jednotlivych
druhti patogenti nalezenych soucasné u obou druhi klistat, nebyly statisticky vyznamné:
B.burgdorferi s.s. (y’=0,985, df=2, p=10,321), Anaplasma phagocytophilum (3= 1,052, df
=2, p=0,305), Rickettsia helvetica ()(2: 0,021, df = 2, p=0,885).

Interval spolehlivosti
Incidence jednotlivych patogent u obou klistat se lisSila. Hodnoty intervalu

spolehlivosti (CI) udavaji interval, ve kterém s urcitou pravdépodobnosti (ndmi zvolenou
95%) lezi skute¢nd hodnota veli¢iny odhadovand na zaklad¢ studia vzorku z populace
klistat. V ptipad€ I ricinus (n = 324) bylo nejvice klistat infikovanych Borrelia spp. (n =
75): B. afzelii - 15,43% (CI: 11,91-19,77%), Bb s.s. - 4,94% (CI: 3,06-7,87%), B.
carolinensis— like - 1,23%(CI: 0,48-3,13%), B. bissettii - 0,93% (CI: 0,32-2,69%), ,
neurceny druh borelie u 0,62% (CI: 0,17-2,22%). U Babesia spp. (n = 14) byl identifikovan
pouze jeden druh, B. canis a to v2,16% klistat (CI: 1,05-4,39%); u zbytku pozitivnich
klistat - 2,16% (CI: 1,05-4,39%) nebyl druh babesie identifikovan. Rickettsia spp. (n = 35)
se prokazalo u 4,32% jako R. helvetica (CI: 2,59-7,12%), u zbytku klistat druh Rickettsia
spp. nebyl uréen 6,48% (CI: 4,28-9,7%). Anaplasma spp. (n = 38) vykazovaly spolu
s boreliemi nejvétsi druhovou rozmanitost: 4. phagocytophilum — 8,33% (CI: 5,79-11,85%),
A. platys - 0,93% (CI: 0,32-2,69%), E. canis - 0,31% (CI: 0,05-1,73%) a neur¢enych druhti -
2,47 % (CI: 0,99-4,25%). Procentudalni zastoupeni klistat /. ricinus bez patogeni dosahuje
49,69% (CI: 44,28-55,11%).

O mnohem méné pozitivnich klistat bylo nalezeno u druhého druhu klistéte
1. hexagonus (n = 20): Borrelia spp. (n=2): Bb s.s. - 10% (CI: 2,79-30,1%); Babesia spp. (n
= 2): B.venatorum - 10% (CI: 2,79-30,1%); Rickettsia spp. (n = 1): R. helvetica - 5% (CI:
0,89-23,61%); Anaplasma spp. (n = 3): A. phagicytophilum - 15% (CI: 5,24-36,04%). Zadny
patogen nebyl objeven u 60% klistat (CI: 38,66-78,12%).

Koinfekce se vyskytla u 5,25% klistat (n = 18) (CI: 3,34-8,14%), kromé koinfekce
dvéma patogeny (n = 13) - 3,79% (CI: 2,23-6,38%), se objevila konfekce se 3 patogeny (n =
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4) a to u 1,17% klistat (CI: 0,45-2,96%) a 4 patogeny (n = 1) u 0,29% (CI: 0-1,63%) vSech

analyzovanych klistat.
Porovnani ¢etnosti patogent u pst a kocek je uvedeno v tabulce 10.

Tab. 10: Srovnani vyskytu infikovanych zvifat.

Kotky celkem 39 Kocky s 1 patogenem se 2 a vice patogeny celkem moZnych inf. zviiat
3 27
o " 23 (59%) 8 (21%)
Psi celkem 67 psi s alespon 1 patogenem se 2 a vice patogeny 63 (59%) (106 celkem)
? 26
3 m 24 (36%) 8 (12%)

Udaje z tabulky 10 jsou znazornény v grafu na obrazku 9.

Obr. 9: Vysledky analyzy poctu zvitat infikovanych 1, 2 a vice patogeny.
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Incidence jednotlivych druhil patogenti v klist'atech je zndzornéna na obrazku 10.

Obr. 10: Druhové zastoupeni u Ctyi detekovanych patogend.
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Tabulky 11 a 12 pfedstavuji frekvence vyskytu jednotlivych patogenti u klistat 1.
ricinus a I. hexagonus s hodnotami intervalu spolehlivosti (CI), vyjadienymi rozhranim mezi

hodnotami LCL a UCL.

Tab. 11: Frekvence jednotlivych patogenti detekovanych v klistatech I ricinus s CI
hodnotami.

L ricinus Frekvence | [%] | LCL UCL
Borelia spp.

Borellia afzelii 50 1543 | 11,91 | 19,77

Borel.lia - 4 1,23 | 0,48 3,13

carolinensis like

Borellia bissetii 3 0,93 | 0,32 2,69

Bb s.s. 16 4,94 | 3,06 7,87

Borelia spp. 2 0,62 0,17 2,22
Babesia spp.

Babesia canis 7 2,16 1,05 4,39

Babesia spp. 7 2,16 1,05 4,39
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Rickettsia spp.

thket'tsm 14 432 | 2,59 7,12
helvetica
Rickettsia spp. 21 6,48 | 4,28 9,7

Anaplasma spp.
Anaplasma platys 3 0,93 | 0,32 2,69
Anaplasma ' 27 8,33 5,79 11,85
phagocytophilum
Ehrlichia canis 1 0,31 | 0,05 1,73
Anaplasma spp. 8 2,47 1,26 4,8
neifikované 161 49,69 | 44,28 | 55,11

Tab. 12: Frekvence jednotlivych patogent detekovanych v klistatech 1. hexagonus s Cl
hodnotami.

1. hexagonus Frekvence | [%] | LCL UCL
Borelia spp.

Borellia afzelii 0 0 0 16,11

Borellia 0 0 0 16.11

carolinensis ’

Borellia bissetii 0 0 0 16,11

Bb s.s. 2 10 | 2,79 30,1

Borelia spp. 0 0 0 16,11

Babesia spp.

Babesia 2 10 2,79 30,1

venatorum

Babesia spp. 0 0 0 16,11
Rickettsia spp.

Rickettsia 1 s | 089 | 2361

helvetica ’ ’

Rickettsia spp. 0 0 0 16,11
Anaplasma spp.

Anaplasma platys 0 0 0 16,11

AHAIGTE 3 15 | 524 | 3604

phagocytophilum

Ehrlichia canis 0 0 0 16,11

Anaplasma spp. 0 0 0 16,11

neinfikované 12 60 | 38,66 78,12
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Obrazek 11 znazornuje srovnani druhového zastoupeni patogent u obou druhi

vySetfovanych klist'at 1. ricinus a I. hexagonus.

Obr. 11: Srovnani spektra patogent v klistatech I. ricinus a 1. hexagonus.

I. ricinus

B B. afzelii
B B. carolinensis like
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[ neinfikované
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Obr. 12: Vysledky analyzy koinfekce v celkovém souboru klist’at.

Koinfekce

0,59% 1,76%

0,59%
0,59%

1,18%
1,18%

0,59%

0,59%

0,59%
0,59%

1,18%

1 patogen

= Babesiaspp.+ Bbss 0,59% (n=1)

“ B.afzelii+ A Phagocytophilon+ Rickettsiaspp. 1,18% (n=2)
® Bbss+B.carolinenensis-ike + A phagocytophilum+B.bissetti 0,59%@n = 1)
= A phagocytophilim+ Rickettsiaspp.0,59% n =1)

™ B.afzelii+ R.helvetica1,76% (n=3)

® B.canis+ R heltetica0,59%n=1)

= Bbss+ B.carolinenensis-like + B.bissetti 0,59%m = 1)

® Beanis+ Bbss. 1,18% (n=2)

® Bbss. + Rickettsiaspp+ Anaplasmaspp. 0,59%n = 1)

® Rickettsiaspp + E.canis 0,59%(n = 1)

= Bbss.+ Rickettsiaspp.0,59% (n=1)

® B.canis+ Rickettsiaspp. 0,59% (n=1)

= Rickettsia spp.+ A.phagocytophilum1,18% (n=2)

= Infikovany jednimpatogenem 89.41%(n=152)



6. Diskuze

Postupnd akumulace dat zaznamenavajicich vyskyt klistat a s nimi souvisejicich
zoondz v meéstskych oblastech, poukazuje na urgentnost vytvoreni efektivni, uc¢inné a k
pfirod¢ Setrné metody ochrany obyvatel téchto mést pred kliStaty a patogeny jimi
prenaSenymi. K uspéSnému uskutecnéni téchto metod je tfeba pochopit veskeré aspekty
vyskytu klist'at ve méstech a faktory ovliviiyjici jejich rozsifeni. Evropa, jako konglomerat
vyspélych zemi s vétSinou obyvatel v méstech, byla formovana v pribéhu stoleti. Urbanizace
zapadni Evropy dosahuje ptiblizné¢ 75% s ocekdvanym ro¢nim vzistem o 0,3% od roku 2000

do 2015. Uroveti urbanizace se pravdépodobns stabilizuje na 82% (GEO-3, 2002).

Mezi hlavni faktory, které jsou zésadni pro perzistenci klistat, patii vhodné
podminky v prostiedi a dostupnost vhodnych hostiteld. Vyvoj a rust evropskych zemi
vyrazné ovliviluje vySe zminéné faktory a to v mnoha smérech. Je zde znatelnd tendence
zachovavat zelené plochy vegetace uvnitt mést a to i po nékolik desitek let (Malmivaara et
al., 2002; Straupe et al., 2012). Proces urbanizace je spojen se vzristem poc¢tu domacich
zvitat, coz vede Casto ke zvySeni poctu zejména zatoulanych pst a kocek, ktefi jsou velice
vitanym hostitelem pro dospélou populaci klistat (Slater, 2001). Byl vytvofen uzky kontakt
mezi divokou a méstskou faunou a to zejména v okrajovych ¢astech rozrustajicich se mést.
Hlodavci migrujici mezi lidskym obydlim a volnou pfirodou piinasi riznad vyvojova stadia
klistat do obydli. Dalsim prostfedkem rozsifeni klistat jsou migrujici a potulna zvifata.
Cetné a pravidelné nalezy I. ricinus byly zaznameniny i v hlavnich méstech v Ceské
republice, Némecku a Polsku (Kahl a Radda, 1988; Kahl et al., 1989; Daniel a Cerny , 1990;
Hubalek et al, 1993; Sinski a Rijpkema, 1997; Dautel a Kahl, 1999; Stanczak
et al., 2004; Maetzel et al., 2005).

V méstech centralni Evropy je klisté 1. ricinus, spolu s dal§imi exofilnimi druhy,
objevovano pouze za pouziti techniky sbirdni klist'at pfimo z vegetace. Pokud je tato metoda
doplnéna sbérem klist'at ptimo z ptakl a savcl o rizné télesné velikosti, pocet jednotlivych
druhtl a jejich pestrost znateln¢ vzriista (Uspensky, 2008). Klisté rodu . hexagonus, které je
typickym parazitem jezka, je pravidelné¢ nachazeno v méstech Evropy. Od doby prokdzani
jeho dutlezitosti jako vektora Bb s.l je klisté rovnéz zahrnuto do enzootického cyklu pifenosu
spirochéty v méstskych oblastech (Gray et al., 1994; Gern et al., 1997; Skuballa et al., 2012).
Navic je jezek moznym reservoarovym hostem pro Anaplasma phagocytophylum (Silaghi et

al., 2012), coz poukazuje na moznou ucast klistéte /. hexagonus v cyrkulaci tohoto patogenu.
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1. hexagonus parazituje také na jezevcich, liskadch a kunach, které se pohybuji v blizkosti

lidskych obydli stejné jako psi a kocky (Gern et al., 1997; Nijhof et al., 2007).

Tato prace se zaméfila na analyzu vzorki klistat sesbiranych piimo z potulnych psii a
kodek v Ceskych Budé&jovicich a okoli. I pfes to, Ze nebylo mozné pokryt viechny oblasti
mésta Ceské Budgjovice dle geografické posloupnosti je jisté, Ze predstavené informace

udavaji Sirsi pohled na problematiku distribuce klist'at a LB v tomto mésté.

1. ricinus bylo povazovano za hlavni druh klistéte v Evrop¢, které je schopné piendset
Bb s. 1. Pozdéji byly spirochéty Lymské borelidzy objeveny v klistéti 1. hexagonus (Liebisch
et al., 1989). Bylo prokézano, Ze tento druh klistéte je schopen pifenaset borelie i na mySim

modelu (Gern et al., 1991).

Z 343 nasbiranych klistat bylo 93,29% (n = 320) samic a 6,71% (n = 23) samcl;
larvy a nymfy nebyly nalezeny. VétSina kliStat (n = 323) byla identifikovana jako 1. ricinus.
Jenom 20 klistat bylo identifikovano jako I. hexagonus. Zna¢na prevalence klist'at 1. ricinus
nad jinymi druhy byla zaznamendana i v jinych evrospych zemich a to v Polsku (Krol et al.,
2016), Bosné a Herzegoviné¢ (Krcmar et al, 2014), Belgii (Claerebout et al., 2013),
Svycarsku (Eichenberger et al., 2015), Némecku (Beichel et al., 1996) a Britanii (Smith et
al., 2011). Prevalence dospélych klistat nad nymfami a larvami, které nebyly nalezeny ani
na jednom zvifeti, mize byt zplisobena tim, ze dospélci preferuji pravé vétsi, Ci stiedné velké
hostitele jako jsou koc¢ky a psi (Little et al, 2010). Naptiklad Claerebout zmiiiuje incidenci
89,2% dospélych klistat odebranych z kocek a pst v Belgii (Clearebout, 2013) a v Némecku
dokonce 99,6% klist'at sebranych ze psii byli dospélci (Schreiber et al., 2014).

Nami bylo v priméru nalezeno 2,4 klistéte na jednu kocku z celkem 39 odchycenych
kocek. Na psech bylo nalezeno znatelné vice klistat oproti kockdm: 251 klistat na 67 psech,
v praméru 3,7 klistéte na jednoho psa. Odlisnosti v Cetnosti klistat na psech a kockach
mohou byt ndsledkem rozdilné hygieny u kocek a pst, kdy si kocka s vétsi pravdépodobnosti

klisté vyskrabne (pfevzato z: www.parasitipedia.net). Pocet jednotlivych klistat nalezenych

na jedné kocce odpovidd primerim v jinych evropskych zemich, naptiklad v Polsku se
incidence pohybovala kolem 1,88 klistéte/kocku (Krol et al., 2016). Pocet jednotlivych
klistat objevenych na psech byl vyssi v porovnani s primérnym poctem klistat na jednoho
psa, napfiklad v Berlin¢ 1,1-1,45 klistéte/psa (Becka et al., 2014). Tento rozdil mize byt

zpusoben neobvykle vysokym poctem nalezenych klist’at (70 klist'at) na jednom psovi.
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Pocet klistat 1. hexagonus nalezenych na kockach byl zietelné vétsi nezli na psech.
Zajimavosti je tvrzeni n¢kolika védeckych ¢lankt, které zaznamenaly stejné mnoZstvi obou
druht klist'at 1. ricinus a I. hexagonus jak u psu, tak i u kocek (Beichel et al., 1996, Nijhof et
al., 2007, Claerebout et al., 2013). Nicméné, Ogden s kolegy nalezl znateln¢ vice klist'at /.
ricinus na psech nez na kockach, zatim co klistata /. hexagonus byla s vétsi frekvenci
nalezena na kockach (Ogden et al., 2000). Z 20 nami nalezenych klistat /. hexagonus byla

pouze dv¢ klistata pivodem ze psa.

U klistat 1. ricinus odebranych z kocek a psii z Ceskych Budgjovic a okoli se jako
nejpocetnéjsi patogen z celkem Ctyf zkoumanych prokazal komplex Bb s.1. 21,87 % (n=75),
coz odpovida evropskému priméru definovanému Hubdlkem (Hubalek et al., 1997). Nase
vysledky jsou srovnatelné s rozsahem hodnot infek¢nosti (2,3-23%) u klist’at sesbiranych ze
pst a kocek v ostatnich statech Evropy. Napiiklad v Polsku (Zygner et al., 2008), Némecku
(Beichel et al., 1996), Dansku (Hovius et al., 1998) a Belgii (Claerebout et al., 2013). Avsak
oproti vysledkim v poc¢tu pozitivnich klistat u psi v jednotlivych zemich, napiiklad
v Némecku — 11,6% (Schreiber, et al, 2014) a v Ceské republice - 12,1% klist’at
vySetfovanych veterindrnim ustavem v Brné (Kybicova, et al., 2009), byl pocet nami

nalezenych klist'at pozitivnich na Bb s.1. vyrazné vétsi.

O mnohem méné kliStat pozitivnich na Borrelia spp. bylo nalezeno mezi klist'aty /.
hexagonus. Pouze dvé klistata byla pozitivni na Bb s.s.- 10% (CI: 2,79-30,1%). V porovnani
s Némeckem, kde bylo nalezeno 11,2% pozitivnich 1. hexagonus na spirochéty borelie, jsou

hodnoty frekvence borelie srovnatelné s primérem (Schreiber et al., 2014).

Procentudlni hodnoty byly vyS$si nez evropsky primér i u konkrétnich druhi borelie.
Nejvetsi zastoupeni mél druh B. afzelii- 15,43% (CI: 11,24-18,7%). Porovnanim dat ze
studie provadéné v Jiznich ¢echdch mizeme vidét podobnost v prevladajicim poctu klistat
pozitivnich na B. afzelii (Honig et al., 2015). Nasledovala Bb s.s. - 4,94 % (CI: 3,06-7,87), B.
carolinensis like -1,23%(CI: 0,48-3,13%) a B. bissettii — 0,93% (CI: 0,32-2,69%); u 0,62 %
(CI: 0,17-2,22%) klist'at nebylo mozné identifikovat druh borelie.

V Belgii bylo u klistat sajicich na kockach a psech nalezeno 4,8% B. afzelii a 0,6%
Bb s.s. (Claerebout, et al., 2013). Je znamo velice malo o prevalenci borelie v klistatech
pochazejicich ze psi z Ceské republiky. Existuji viak data popisujici infekci borelii ve
vzorkach piimo ze zvifat. Pejchalova s kolegy analyzovala vzorky sér ziskanych ze zdravych

armadnich psii z celkem 12 oblasti Ceské republiky na ptitomnost IgG protilatek proti Bb
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s.l.. Seroprevalence se v jednotlivych oblastech liSila — od 0% do 28,6%. Nejvyssi hodnoty
byly zaznamenany na Jihu Cech (Pejchalovd et al., 2006). Tato data koreluji s naSimi
vysledky ziskanymi z klistat pivodem ze pst a kocek. VétSina zvitat byla pozitivni na

protilatky proti B. afzelii (5,5%), coz odpovida nasim vysledktim.

V naSich vzorcich nebyla piekvapivé nalezena B. garinii, coz mize byt vysvétleno
tim, Ze zminény druh borelie preferuje ptaky jako hostitele. Nicméné navzdory faktu, ze
prevalence Bb s.s. je v Evropé nizka (Rauter a Hartung, 2005), podle naSich dat je tento
druh borelie druhym nejpocetnéjSim zastupcem u 1. ricinus a jedinym nalezenym zastupcem
u klistéte 1. hexagonus. Tento ndlez miize byt vysvétlen tim, ze naSe kliSt'ata byla odebrana
zkocek a psti a vétSina ptipadi Lymské boreliozy u téchto zvifat je asociovana pravé

s druhem Bb s.s..

Dal$imi vyznamnymi a pro Evropu neobvyklymi druhy byly nalezené B. bissettii
0,93% (CI: 0,32-2,69%) a B. carolinensis- like 1,23% (CI: 0,48-3,13%). B. bissettii byla
v Evrop¢ prokazéana ve vzorkach sér ¢i tkdné pacientd s diagnézou onemocnéni Lymska bore
li6za (Rudenko et al., 2008, 2009b). Tento druh se dokonce podafilo prokazat i u klistat v
rekrea¢nich lokalitach Ceskych Bud&jovic, kde frekvence B. bissettii v I. ricinus dosahovala
0,5% (nepublikovano). I pres to, Ze je tento druh rozsifen spiSe v oblastech Severni Ameriky,
mohou byt nase nalezy potvrzenim faktu, ze mimo hojné zastoupenych druhti B. afzelii, Bb
s.s. a B. garinii, cirkuluje v Evropé také B. bissettii. Borrelia carolinensis, objevena na jihu
Spojenych statti v roce 2009, byla v Evropé doposud prokézana pouze v zapadni Francii, kdy
z celkového mnozstvi 572 klistat I ricinus bylo jedno pozitivni na B. carolinensis. Sekvence
nalezené B. carolinensis vykazovala 100% identitu s kmenem borelie z Jizni Karoliny

(Violaine, et al. 2010).

V nasem vyzkumu se podafilo u tfi vzorkd potvrdit B. carolinensis-like pomoci
amplifikace genu kodujiciho flaB. Sekvence PCR produktu vykazovala 99% identitu s
EU076485.1 v GenBank. V jednom vzorku byla dodatecné i u genu p66 a housekeeping
genu nifS (jen jedna zdména) potvrzena podobnost s B. carolinensis. Nicméné analyza
dalsich gent tento fakt nepotvrdila. MLST analyza prokéazala 100 % homologii s B.

californiensis ato u 4 z 8 analyzovanych gent. Tyto vzorky potfebuji dal$i zkoumani.
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Druhym nejvice reprezentovanym patogenem v infikovanych klistatech byla Anaplas
ma spp. Celkova prevalence anaplasmy byla stanovena na 12,24%. Anaplasma spp. byla
nalezend témét po celé Evropé a mira infekce sahéd od 0,4% az po 67% (Stuen et al., 2013).
Prevalence infekénich nymf a dospélct naptiklad v Nizozemi dosahuje az 8% (Coipan et al.,
2013). Schreiber zminuje 6,5% infekce v klistatech 1. ricinus odebranych ze psti v Némecku
(Schreiber et al., 2014). K vysoké promotfenosti klistat anaplasmou pfispiva Siroka Skala
hostiteld, jako jsou hlodavci, prezvykavei, hmyzozravci, masozravei, ptaci a dokonce i plazi

(Stuen et al., 2013).

A. phagocytophilum byla nami detekovana u 8,33% (CI: 5,79-11,85%) klistat 1.
ricinus. To odpovida evropskému praméru. 4. phagocytophilum byla Casto nalezena

s rozdilnou prevalenci ve 30 evropskych statech, naptiklad na Slovensku s prevalenci 1,1 az

8,3% a v Némecku dokonce az 17,4% (Stuen et al., 2013).

Podatilo se ndm rovnéz prokézat pritomnost A. phagicytophilum v 15% (CI: 5,24-
36,04%) klistat . hexagonus. V porovnani s vysledky z jinych evropskych statli, jsou nase
hodnoty o néco vyssi. Naptiklad v Polsku u klistat 1. hexagonus pochazejicich z kocek a pst
byla prevalence A. phagocytophilumkolem 8,1% (Krol et al., 2016). V Berliné byla v roce
2014 prokézana ptitomnost A. phagocytophilum u 3,9% téchto klist'at sajicich na psech a
kockach (Schreiber et al., 2014). Avsak v roce 2010 byla v Némecku zjiSténa ptitomnost 4.
phagocytophilum v 39.5% 1. hexagonus pochdzejicich z jezkti (Skuballa et al., 2010). Nami
objevend vys$i prevalence muze byt zplUsobena tim, Ze jezci, ktefi se hojné vyskytuji
v méstech, jsou hlavnim hostitelem tohoto druhu klistat a jsou potencidlnim vektorem A.

phagocytophilum (Silaghi et al., 2012).

A. platys byla objevena u 0,93% (CI: 0,32-2,69%) klistat I ricinus. Hlavnim
vektorem A. platys je klisté Rhipicephalus sanguineus, které se v CR nevyskytuje. Bohuzel,
cestovatelska historie vétSiny zvifat v této studii nemlze byt zpétné a presné¢ dohledana.
Pokud vezmeme v uvahu fakt, Ze pocet psti importovanych z oblasti, kde je A. platys
endemickd (Menn et al., 2010) stale vzrista, mize byt objeveni tohoto druhu Anaplasmy
v naSich vzorcich z klistat 1. ricinus objasnéno ndhodnym sanim na zvifeti infikovaném 4.
platys dovezeném do Ceské republiky. Nebo se v tomto piipadé da uvazovat o tom, ze klisté

nakazené A. platys bylo prenesené do Ceske republiky migrujicimi hostiteli, piipadné ptaky.
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V roce 2015 se Zobba a kolegové v Italii zamétili na vyzkum prevalence 4. platys u
kocek a pst a zjistili pfitomnost tohoto patogenu u 31% kocek a 5,88%, coz odpovida

nasemu zjisténi vyssiho zastoupeni u kocek v porovnani se psy.

E. canis byla nalezena u 0,31% (CI: 0,05-1,73%) klistat 1. ricinus. Tento druh je také
asociovan s klistétem R.sanguineus, které je rozsifeno po celém svété, zejména v teplejSich
oblastech (Gray et al., 2012). Nami objevena prevalence (0,31%) je srovnatelnd s dalSimi
evropskymi staty. Ku pfikladu ve Francii byla nalezena Cetnost tohoto patogenu v sérech
pst 0,33 % (Pantchev et al., 2009), u Svycarskych psti byla detekovana 2,2% seroprevalence
(Pusterla et al., 1998) a v Rumunsku u 2,1% pst (Mircean et al., 2012). V roce 2008 se
prevalence nakazenych kocek v Barceloné pohybovala kolem 1% (Tabar et al., 2008) a u
kodek ve Spanélsku dokonce 9,9% (Ayllon et al., 2012). Mezi nejaktualngjsi zdznamy o
prevalenci tohoto druhu v Evropé patii pozitivita vyder v jizni Italii (Santoro et al., 2017),
kde byl tento patogen nalezen opakované i v diivéjsich letech u divokych lisek (Millan et al.,
2016). NaSe vysledky spolu s daty zjinych evropskych zemi podporuji teorii mozného
rozsifeni E. canis na uzemi s vyskytem kliStéte R. sanguineus, ale 1 dalsi oblasti Evropy, kde

se tento druh klistéte nevyskytuje.

Prvni hlaSeny piipad ndkazy psa Babesia spp. byl popsan vroce 1893 v Severni
Africe a poté v Evropé v roce 1895 (Babes, 1888; Piana a Galli-Vallerio, 1895; Baneth,
2013). V Ceské republice byl pocet Babesiozy donedavna zanedbatelny. Nicménd
v poslednich letech se objevila tendence ke zvySovani piipadii ndkaz domacich mazlickt
timto patogenem. V roce 2005, po prvnim prikazu B. microti v Ceské republice, byla
hladina infekce v klistatech nizkd — 1,5% (Rudolf et al., 2005). AvSak vysledky analyzy
celkem 2473 klistat patrajicich po hostiteli (v letech 2011-2014) a 199 nasatych klist’at /.
ricinus (v letech 2013 a 2014) pochazejicich z riiznych oblasti Ceské republiky prokazaly
ptitomnost infekce babesii u 5,2% vySetfovanych klistat (Venclikova et al, 2016).
Konvalinovéd s kolegy potvrdila vroce 2012 seropozitivitu na babesii u 12,21%
vySetfovanych krevnich vzorki pst, ktefi nikdy neopustili uzemi Ceské republiky

(Konvalinova et al., 2012).

Néam se podafilo stanovit pfitomnost Babesia spp. u 4,66% klistat 1. ricinus, coz
odpovidd naleztim v ostatnich zemich Evropy. Pomér infekce byl vyssi u klistat L

hexagonus. Naptiklad Schreiber a kolegové (Schreiber et al., 2014) zaznamenali piitomnost
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Babesia spp. u 2,5% klistat 1. ricinus piivodem ze psa, zatim co u kliStéte 1. hexagonus byl

pocet vyssi (3%), coz odpovida nasim vysledktim.

Néami byla zjiSténa ptitomnost dvou druhli babesii v analyzovanych vzorcich - B.
venatorum (10%) a B.canis (2,16%). Tyto data se schoduji s vysledky ze severniho Polska,
kde bylo na pfitomnost babesie analyzovano celkem 1392 klist'at /. ricinus (Cieniuch et al.,
2009). V CR se doposud podatilo identifikovat piitomnost druhii B.venatorum u nenasatych
klistat Lricinus (Venclikova et al.,, 2015). Dalsi data byla hlasena z riznych evropskych
zemi a prevalence se pohybovala kolem 1%. Naptiklad v Italii 0,85% vySetfovanych kliStat
bylo infikovano B. venatorum (Cassini et al., 2010), ve Svycarsku do 1,3% (Casati et al., 200
6). Hladiny vyrazné vyssi v porovnani z vySe vyjmenovanymi byly zaznamenany v rekreacni
ch oblastech Rakouska (4,1%), Némecka (5,5%) a Polska (6,1%) s druhovym zastoupenim
B. venatorum, B. divergens, B. microti a B. capreoli (Silaghi et al., 2012). Vysledky
z jihozépadniho Polska, Némecka a Dénska odhaluji ptfevladajici prevalenci B. microti,
nasledovanou B. venatorum a to u klistat pochdzejicich ze pst (Krdl et al., 2016, Schreiber
et al., 2014, Stensvold et al., 2015). Absence B. microti v nasi studii mize byt vysvétlena

moznym zahrnutim tohoto druhu do 50% nedefinovanych Babesia spp..

Velice neobvyklym nalezem byl druh B. canis objeveny u 2,16% klistat /. ricinus
(CI: 1,05-4,39%) sesbiranych z jedné kocCky v nasi studii. Dodnes byla B. canis nalezena
pouze u evropskych klistat Dermatocentor reticulatus (Zahler et al., 2000; Rar et al., 2005,
Foldvari et al., 2007). Doposud raritni piipad objeveni B. canis u 2 klist'at 1. ricinus v Evrop¢
byl hlaSen z Polska (Cieniuch et al., 2009). Tento nalez mlze byt odlivodnén bud
zavledenim nakazeného zvitete do Ceské republiky (tato moZnost miize byt podpotena fadou
pfipadli onemocnéni domécich zvifat timto druhem babesie v okolnich statech), nebo

druhym potvrzenim rozsifeni spektra vektorti u B. canis na klisté 1. ricinus.

U druhu I. hexagonus byl nalezen pouze jeden druh babesie a to B. venatorum
s incidenci 10% (CI: 2,79-30,1%), kterd ptevySuje 3% nalezené v Berlin¢ (Schreiber et al.,
2014). Vyssi hodnota pozitivity u kliStat v nasi studii mize byt zpiisobena mensim poctem
nalezenych kliStat 1. hexagonus u zvitat, kterd se mohla pohybovat v oblastech bohatych na

celkové pocetnéjsi druh B. venatorum.
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1L ricinus slouzi jako vektor dvou vyznamnych druhii Rickettsia spp.: R. helvetica a R.
momancensis (Fernandez-Soto et al.,, 2006). Ne¢kolik autorti potvrzuje pfitomnost R.
helvetica nejenom ve psech a ve voln¢ zijicich liSkach, ale také v krvi infikovaného ¢loveka
(Borreti et al., 2009). U 4,32 % pozitivnich klistat /. ricinus v nasi studii byla objevena
ptitomnost R. helvetica (CI: 2,59-7,12%). Tento druh rickettsie byl prokazan v klistatech /.
ricinus alespoit ve 24 evropskych zemich (Parola et al., 2013). V Ceské republice v roce
2014 byly zvétejnény data o prevalenci Rickettsia spp. u klistat I ricinus, kdy minimalni
promofenost dosahovala 2,9% u klistat pochazejicich z oblasti méstského parku a 3,4% u
klistat z lesniho ekosystému (Venclikova et al., 2014). Dalsim piikladem muize byt nalez
konkrétng R. helvetica u 3% klistat sajicich na slavicich v Ceské republice (Dubska et al.,
2012). V Dansku bylo v roce 2010 nalezeno 4,7% R. helvetica pozitivnich nymf [. ricinus
(Bjorn et al.,, 2010). V Némecku byla R. helvetica nalezena u 14,2% Kklistat I ricinus
pochazejicich ze psi (Silaghi, 2008; Pluta, 2010).

I pfes to, ze je obecné uznanym vektorem R. helvetica prave I. ricinus, je tento
patogen nalézan i u kliStat 1. hexagonus. V na$i praci se podafilo prokédzat pfitomnost R.
helvetica u 5% klistat I. hexagonus (CI: 0,89-23,61%). Procentualni zastoupeni Rickttsia
spp. v 1. hexagonus se v evropskych zemich lisi. Naptiklad 1. hexagonus sesbirand z nizozem
skych doméacich zvifat byla pouze z 0,8% infikovana Rickettsia spp. (Pichon et al., 2006).
Dalsi studie odhalila ptitomnost Rickettsia spp. u 44% I. hexagonus, mezi kterymi byla
nalezena 1 R. helvetica (Schreiber et al., 2014). V neddvné dob¢ bylo na jihozépadé Polska
v ramci zkoumani klistat sesbiranych z kocek a pst na veterinarni klinice objeveno 2,2% 1.
hexagonus vykazujicich pozitivitu na Rickettsia spp. (Krol et al., 2016). Dalsi vyzkum
ukazuje na ptibliznou 11% promotenost /. hexagonus druhem R. helvetica (Speck et al.,
2012). Niz8i mnozstvi nami nalezenych klistat /. hexagonus, mize mit za nasledek i nizsi

prevalenci druhu R. helvetica v nich nalezenych.

R. helvetica je pravdépodobné patogenem i pro &lovéka. Cetnost nalezd klistat I.
ricinus pozitivnich na tento druh rickettsie naznacuje vysokou pravdépodobnost prenosu R.
helvetica na Clovéka. Dosud je vSak nejasné, zda li mohou psi a kocky slouzit jako
rezervoary pro tuto infekci. Ceské republika na§tésti neni povazovana za endemickou oblast

pro toto onemocnéni u lidi.
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7. Zavér

Bylo provedeno jedno z prvnich mapovani oblasti jiznich Cech na prevalenci &étyt
patogent piendSenych klistaty a souvisejicich s infekcemi zvifat i Clovéka s vyuZzitim
odchycenych potulnych zvitat. Ve vybranych lokalitich v okoli Ceskych Bud&jovic byla
objevena vysoka promotenost klist'at zachycenych na psech a kockach zminénymi patogeny.
Byla prokazana pfitomnost vSech Ctyf patogent s riznou hladinou vyskytu. Tato skutecnost
poukazuje na vysokou pravdépodobnost vystaveni méstskych zvifat nemocem pirenaSenym
klistaty v okoli Ceskych Budg&jovic a poskytuje diikaz, ze domestikovana zvifata mohou
ptispivat k cirkulaci jak samotnych klist'at, tak i patogenli jimi pfenaSenych. JelikoZ jde o
domaci mazlicky, ktefi ziji vtésné blizkosti ¢loveéka a sdileji spole¢né rekreacni zony i
bydleni, pfedstavuje tento fakt mozné riziko rozsifeni klistat do domécnosti a mozné zvySeni
rizika nékazy pro lidi. Prokdzadnim pfitomnosti B. bissettii v kliStatech sajicich na psech a
kockach byl potvrzen zavér z bakalafské prace autora o bézném vyskytu B. bissetti
v rekrea¢nich oblastech Ceskych Budg&jovic. P¥itommnost B. bissettii spolu s obvyklymi druhy
B. afzelii a B. burgdorferi s.s. v okoli Ceskych Budg&jovic mize vyrazné ménit klinické
projevy Lymské boreliézy v této oblasti. Pfitomnost pro Evropu vzédcného druhu podobného
B. carolinensis vyzaduje dal$i provéteni. Znacny vyskyt a druhova pestrost u nalezenych
konfekci B. burgdorferi s.l., Babesia spp., Rickettsia spp. a Anaplasma spp.v klistatech
naznacuje mozné problémy s diagnostikou chorob a rozpoznanim jejich piivodce a moznou
odliSnost v typickych klinickych projevech onemocnéni. Klistata sajici na infikovanych
hostitelich slouzi jako spolehliva cesta k prikazu existence a rozSifeni patogeni ve
specifickych oblastech a jsou vhodnym ndstrojem k monitorovani epidemiologické situace
v lokalitach, které lidska populace sdili s hostiteli jak z divoké ptirody tak i s t€mi, ktefi jsou

uz po delsi dobu nasimi blizkymi spole¢niky.
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