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Metodika detekce patogenii prenasenych kliSt’aty a statistika jejich
vyskytu v CR

Abstrakt

Bakalafska prace se zabyva patogeny prenaSenymi klistaty a klistaty samotnymi.
Obecné se zamétuje na druh klist'at jako takovych, kterymi jsou lidé ohrozeni z divodu
pienosu nakazy. Prace je rozdé€lena na tii Casti, kdy cilem teoretické Casti je poukazat,
ze borelidza a klistova encefalitida nejsou jedinymi onemocnénimi, jez populaci
ohrozuji. Infekéni onemocnéni jsou zde rozdélena na bakterialni, virové a protozoarni.
Dulezitou soucasti bakalarské prace je prakticka cast, ktera zahrnovala pouziti metody,
jiz se patogeny stanovuji. Pfi praktické casti jsem detekovala patogeny v klistatech
pomoci PCR a RT-PCR. Tieti ¢ast se zabyva statistickymi udaji, kde byly porovnany
vysledky testi z let 2008-2018. Porovnala jsem vysledky za 10 let testovani a zaroven
vysledky vSech typlli onemocnéni. Statistické udaje laboratofe byly poté porovnany

s hlaSenymi vysledky infekénich onemocnéni ze Statniho zdravotniho tstavu.
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Methodology of detection of tick-borne pathogens and statistics of
their occurrence in the Czech Republic

Abstract

This bachelor thesis deals with tick-borne transmitted pathogens and with ticks
alone. In general, it focuses on ticks species, that are able to infect people. The Thesis is
divided into three parts. The goal of the theoretical part is to refer that borreliosis and
tick encephalitis are not unique infection diseases endangering human health. In this
thesis, infection diseases are divided into bacterial, viral and protozoan. The core of my
work is the empirical part, that uses the method of tick-borne pathogen diagnosis. In the
practical part | have tried to detect pathogens in ticks by means of PCR and RT-PCR.
The third part is based on statistical indexes, where | have compared laboratory results
from years 2008-2018. | have analysed the results for a period of 10 years of testing and
simultaneously the results of various infection diseases. Statistical data were compared
with reports of infection diseases occurrence from the National Institute of Public

Health in the time period.
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Uvod

Ve své bakalaiské praci se zabyvam kliSt'aty jako vektory patogend, jeZ ohrozuji
lidskou populaci. Toto téma jsem zvolila, protoze je v soucasné dob¢ velmi
medializované. Lidé jsou neustale zahlcovani varovanim pied klistaty, poucovani
o oCkovani proti klistové encefalitidé. Velice Casto se stava, ze 1idé se boji chodit do

lesti 1 pies uziti preventivnich opatieni, jako jsou repelenty ¢i vhodny odév.

Tato prace si dala za cil poukdzat na mozné patogeny, které klistata prendseji.
Upozornit, ze lymeska borelioza a klistova encefalitida nejsou jedinymi onemocnénimi,
kterymi nas klistata ohrozuji. V praktické ¢asti je popsan postup k detekci patogend,
kdy po vyizolovani DNA/RNA z klistat potvrzuji, ¢i vyvracim patogenitu hodnocenim
vysledkti diky elektroforéze po vlastni analyze metody PCR. Ziskané vysledky
vyhodnotim a pouziji pro dalsi cast, kde se zabyvam statistikou vysledkd. Bakalarska
prace obsahuje tieti ¢ast, kde shrnu vysledky testii v obdobi 2008-2018. Pro tuto ¢ast
jsem také zpracovala data ze Statniho zdravotniho ustavu, ktery ma na webovych

strankach vetejné pristupné vysledky hlaSenych infekénich onemocnéni.

Vychodiskem prace je muj zivot pobliz lesa, diky kterému jsem se rozhodla o toto
téma vice zajimat a priblizit ho svému okoli. Pro teoretickou ¢ast mi podklady bude
odborna literatura zamétfena nejprve na klistata samotné a odborné ¢i védecké ¢lanky na

jednotlivé typy patogend.
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1 Teoreticka Cast

1.1.Klistata

Systematické zatazeni:

Kmen: Clenovci (Arthropoda)
Podkmen: Klepitkatci (Chelicerata)
Ttida: Pavoukovci (Arachnida)
Rad: Roztoéi (Acarina)
Podiad: Klist'ata (Ixodides)
Celed’: Klistatoviti (Ixodidae)
Celed: Klistakoviti (Argasidae)

Klistata jsou ektoparazité, kteti spadaji do fadu roztoci se zplostélym ovalnym
télem. Z hlediska zoologie patii k pavoukovclim, a proto ve stddiu dospélosti maji osm
koncetin. DéEli se do dvou skupin: klist'aci a klistata (Sedlak, 2002).

1.1.1 Klistata a klistaci

Klistaci (Soft Ticks) jsou obecné na dotyk mékcei, nebot se jejich télo sklada
z kozovitého vaku. Na bfiSni strané se nalézaji jejich kusadla, ta jsou na rozdil od
okamzité¢ pusti. Tito cizopasnici saji nepravidelné a kratkodob¢, vétSinou pies noc. Do

této skupiny patii rody Argas a Ornithodorus (Bellmann, 2003).

Z rodu Argas je nejznaméjsim zastupcem klistak holubi (Argas reflexus), ktery
muze prilezitostné sat i na ¢lovéku. Jeho vyskyt je pozorovan na tizemi Némecka.
Pri¢inou jeho vyskytu byly ponicené strechy, kdy holubi mohli snadno vniknout na
pudy ¢i do bytd. Ve stfedni Evropé zjevné nepifenasi zadné plivodce onemocnéni,
nékteré kousnuti a nasledné nasani krve vSak muze zpisobit podlitinu na pokozce

(Bellmann, 2003).

Rod Ornithodorus se vyskytuje v mnoha zemich, zejména v tropickych oblastech,

kde jsou znamymi ptenaseci ne€kolika druhd borelii zplsobujicich navratné horecky.
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Ptikladem je druh Ornithodorus moubata, jez piebyva Vv tropickych oblastech ve svych
ukrytech slaménych chatréi (Kimmig et al, 2003).

Klistata neboli Hard Ticks jsou typi¢ti svym hibetnim Stitem, ktery obsahuje chitin.
Tento §tit se 1iSi u samicek a samct. U samct pokryva celé télo, zatimco u samicek
pouze predni ¢ast hibetu, aby nebranil pfi sani hostitelské krve. Zbytek samiciho téla je
tvofeno kizi, kterd se po nasati krve miize vyznamné zvétsit. Klisté se sklada ze dvou
Casti, Casti hlavové a vlastniho téla. Svého hostitele vyhledavaji pomoci smyslového
ustroji, jez se nachazi na prvnim paru prednich koncetin, tzv. Hallerovym organem,
pomoci kterého dokaze zachytit chemické, tepelné a mechanické podnéty. Pokud se
klist¢ dostane na hostitele, vyhledavd pro sebe své plsobisté pomoci makadel.
Nejbéznéjsi misto pfisati je v okoli tfisel nebo v podpazdi, z divodu tenké klize a
vlhkého prostiedi. Do ktize se dostava pomoci dvou zubi, které jsou na konci chelicer
po stranach hypostomu. Do rany vylucuje smés latek, které tiSi bolest, rozsifuje cévy
a mimo jiné také oslabuje imunitni systém. Diky tomu hostitel kousnuti nepociti, ale
nepiijemné svédéni zacne citit az pozdé¢ji, kdyz uz je klisté prisaté. Uchyceni klistéte je
jiz pevné, diky hypostomu, coz je jakysi sosacek, jenz je opatfen zpétnymi hacky.
Dospélec mé Ctyfi pary nohou, majici Sest clankd. Nohy byvaji vybaveny trny, ostny,
jez slouzi k ptichyceni na hostitele. Do této skupiny patii rody Ixodes, Dermacentor,

Rhipicephalus a Amblyomma (Bellmann, 2003).

Celed’ Ixodidae se zafadila mezi nejvyznamngj$i skupinu, diky své schopnosti
adaptace. Klist'ata jsou znama jako prenaseci infek¢nich chorob a krev sajici parazité.
Rod Ixodes je rozsifen po celém svété. Klistata tohoto druhu jsou pozoruhodna svou
specifitou hostitele. Na nasem tzemi je pro ¢lovéka vSak nejnebezpecnéjsi klisté
obecné (Ixodus ricinus), jehoz vyvoj trva okolo tii az péti let. JelikoZ nepohrdne

zadnym zdrojem vyzivy, stava se zasadnim prenasecem chorob (Kimmig et al, 2003).

1.1.2 Prostfedi klistat
Klistata vyzaduji vysokou vlhkost vzduchu a teplo, takové prostiedi se nachazi
Vv lesich a na okrajich lest s niz§im porostem, v kifoviskach, v okoli rybni¢ki. Z tohoto
divodu jsou nejvice aktivni v 1ét& po desti. Hranice nadmoiské vysky v CR, kde by se
parazit¢ mohli eventudlné vyskytovat, neexistuje. Ruzny vyskyt se 1isi podle jejich
vyvojového stadia. Larvy vyzaduji nejvétsi vlhkost, tudiz je nalézame u zemé. Nymfy
vylézaji vzhiiru na rostliny, a proto jsou jejich ¢astymi hostiteli jezci, ale 1 zvet vetsi
13



velikosti, mohou napadat i lidi. Dospélci se nachéazeji nejvyse do 1 m vysky, a tak
napadaji zvéf, jako jsou srnci, psi, ale také ¢lovéka. Na stromech ve vétSich vyskach se

klistata nenalézaji, tudiz tvrzeni, ze padaji ze stromt, je nesmyslné (Hubalek a Rudolf,

2014).

1.1.3  Vyvoj klistat

Vyvoj klistéte postupuje pies tfi vyvojova stadia. Nejprve se z vajicka vylihne
larva, z ni pak vznika nymfa a kone¢nym stadiem je dospé€lec (imago). Samicka po
oplozeni naklade 500 - 10000 vajicek mimo hostitele, v tkrytu, a z nich se vylihne
Sestinohd larva. U téchto parazitl je piesné dany pocet hostitell i pocet jejich sani.
Klistata de€lime na jednohostitelska, kdy cely vyvoj probiha na jednom jediném
hostiteli. Pokud se nasatd nymfa odlouci od hostitele a dospélec napada dalsiho, jedna
se o klistata dvojhostitelska. Nejcastéji se vSak vyskytuje trojhostitelsky druh. Larva po
nasati svého napadeného jedince opousti, zbavi se svych blan a poté jiz jako nymfa
napadéd dalsiho hostitele a opét ho po nasati opousti. Méni se v dospélce, coz uz je
pohlavné¢ zrald samicka ¢i samecek. U dospélce mlize dochazet k urcité prodlevé mezi
napadenim a vyskytu v piirodé. Diky schopnosti hladovéni to pieziji bez wjmy.
Samecek poté uz potravu nepiijima, ma pouze tlohu vyhledat na hostiteli samicku, aby

doslo k pareni (Hubalek a Rudolf, 2014).

1.1.4 Druhy kli§tat Zijici v CR
1.1.4.1 Ixodes ricinus — klisté obecné

Jde o nejrozsitengjsi druh Zijici v Evropé€ 1 v Casti severni Afriky. Jejich vyskyt je
typicky pro smiSené¢ a listnaté lesy v okoli fek. Jsou schopni pfezit za rGznych
klimatickych podminek, ale nejéastéji se vyskytuji ve vlhkych prostiedi. Pro larvy jsou
hostiteli drobni savci (mys), nékteti ptaci, které napadaji pfi hledani potravy na zemi.
Druhym stddiem jsou nymfy, jejichz cilem jsou vétsi savei (veverky, jezci, zajic).
Dospélé samice saji na vétsich savcich, jako jsou jeleni, srnci, domaci zvitata (skot, pes,
koza, ovce). Do oblasti jejich hostiteli spadd 1 dalSi zveéf, mnoho savcl, ptakl
i plazti. Clovéka napadaji viechna vyvojova stadia, jejich vyvojovy cyklus trva okolo tfi
let. V dnesni dob¢ jsou brana za nebezpeéna kviili pfenosu onemocnéni jako je klistova

encefalitida, lymeska borelidza, babezioza, ehrlichidza a dalsi (Hubalek, 2000).

14



1.1.4.2 Ixodes hexagonus — klisté jez¢i
Kliste jez¢i se vyskytuje v severni Africe, v Evropé, jeho prukaz byl potvrzen i na
tizemi Ceské republiky. UZ podle nazvu je ziejmé, ze hostiteli jsou jeZci, ale i malé

lasicovité selmy, jako naptiklad kuna lesni (Hubalek, 2000).

1.1.4.3 Dermacentor reticulatus — pijak lucni

Pijak lu¢ni je charakteristicky tim, Ze dava piednost vlhéim oblastem a v Ceské
republice se vyskytuje v okoli toku Dyje a Moravy. Lidé jsou jejich hostiteli jen zfidka,
jejich hlavnimi cili jsou domaci ¢i divoci savei. Tento druh klistéte je znam jako vektor

babesie, v CR pouze psi babeziozy B. canis (Hubalek, 2000).

1.1.4.4 Haemaphysalis concinna — klisté lucni

Klist€ luéni je vazdno na teplé vlh¢i listnaté a smiSené lesy ¢i mokiadly s vySSim
porostem. V CR se vyskytuje predevsim na jizni Moravé a je pienasecem viru klistové
encefalitidy, byla popsana i izolace Francisella tularensis. Jejich hostiteli jsou zejména
ovce, ale nepohrdne ani psem, kockou ¢i jinym savcem. Témito kli§taty mohou byt

napadeni 1 lidé (Hubalek, 2000).

1.1.5 Prevence

Nejen vhodné oble€eni a vyhybani se mist vyskytu klist’at je prevenci. Repelentni
piipravky maji chranit pfed napadenim. Jsou repelenty, jez pouze hmyz odpudi, ale
nékteré repelentni piipravky hmyz i zabijeji. Takovy druh repelentu obsahuje insekcidy,
akaricidy. Tito ektoparazité se orientuji podle tepla, vydechovaného oxidu uhli¢itého
a dalsich latek vyluCovanych z potu. Identifikaci znemoznuji repelentni latky, jako jsou
DEET (N,N-dietyl-meta-toluamid), icaridin ¢i ethyl-butyl-acetylaminopropionat. Nyni
také existuji repelentni latky ptfirodniho charakteru, které jsou silné aromatizované,
napiiklad citronelovym olejem, tea tree olejem, mentolem a dal§imi latkami. Jejich

délka piisobeni je velmi omezena (Cechova, 2009).

Ockovani je kdispozici pouze proti klistové encefalitidé. Obvyklé schéma
ockovani tvoii tii davky, kdy je druhd davka podavana po jednom aZ tfech mésicich
a tfeti davka po pul roce od druhé davky. Pii zrychleném schématu, kdy se podavaji
pouze dvé davky s odstupem dvou tydnd, se i tak doporucuje tteti davka zhruba po roce.

Tento alternativni zpiisob ockovani, jiz neni vyrobci vakciny uvadén (Petras, 2007).

15



Ockovaci latky patii mezi dobfe snasenlivé a bezpetné. Nezadouci ucinky jsou
popisovany pouze jako lokalni reakce v misté€ vpichu. Pouze u 10 % ockovanych byvaji
shledavany nezadouci G¢inky v podobé nevolnosti, necitlivosti, dusnosti ¢i hypotenze.
Ockovani se nedoporucuje pii hore¢natém onemocnéni a v té¢hotenstvi. Dalsi

kontraindikaci mize byt precitlivélost na uréitou latku obsazenou ve vakcing (Petras,
2007).
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1.2. Infekcni onemocnéni

Infekéni onemocnéni muzeme rozdé€lit na onemocnéni virové, bakterialni
a protozoalni ndkazy. Mezi nejzndméjsSi onemocnéni patii nepochybné lymeska
borelidza, ktera se fadi mezi bakterialni ndkazy a klistova encefalitida, jez je fadnym
ptikladem virového onemocnéni. Nejsou to ale jedina onemocnéni, ktera se na Gzemi
Ceské republiky vyskytuji. Dal§imi piiklady jsou babesioza, tularémie, ehrlichidza,

bartoneldza a neoehrlichiéza (Cerny, 1997).

1.2.1 Virové onemocnéni

1.2.1.1 Klistova encefalitida (KE)

Onemocnéni, které je znamé nejen na uzemi Ceské republiky, se rozsitilo po celé
Evropé. Virus je pienaSen klistaty a postihuje centralni nervovou soustavu (CNS).
U vétSiny nemocnych jsou projevy asymptomatické ¢i nevyvinuté, tudiz neni znam

presny pocet pacientt s kliStovou encefalitidou (Rtzek, 2015).

1.2.1.1.1 Epidemiologie

Nejcastéjsi pricinou je pienos z infikovaného klistéte. Schopnost nakazy maji
vSechna vyvojova stddia Ixodes ricinus. Zalezi na aktivité klistat, nebot’ S vyssi
aktivitou klistéte roste i riziko nakazy - tzn. incidence nemoci je od dubna do konce
fijna. Zavisi to ale i na aktudlnim pocasi. V Ceské republice &ini promotenost okolo
5 %, ale zalezi na lokalité. Nejvice zamotené jsou jizni Cechy a tizemi severni a jizni
Moravy. Dal§i moznou pfi¢inou KE jsou perordlni infekce. Nakaza je mozna také
z tepelné neupraveného kravského a koziho mléka ¢i vyrobkt znich (Vaverkova,

2014).

1.2.1.1.2 Etiologie
Virus KE se nazyva TBEV (Tick- born encephalitis virus). Patii mezi arboviry
z Celedi Flaviviridae, rodu Flavivirus. Tuto skupinu vird, které zplsobuji zanétlivé

onemocnéni mozkovych blan, znac¢ime jako RNA viry (Bartova, 2015).

1.2.1.1.3 Patogeneze
Pii pfisati klistéte obecného muize dojit k pfenosu infekce, kdy virus KE infikuje
rizné bunky a tim dochazi k pomnozeni viru. Napadeny jsou piedev§im buiky
imunitniho systému, Langerhansovy ostrivky, které jsou prvnimi antigeny prezentujici
buiikami (APC). Informace se pfendseji do spadovych lymfatickych uzlin, kde se mize
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virus pomnozit v makrofazich. Pokud se virus nemilZe mnoZit, nedojde k virémii.
Jestlize se virus pomnozi, dochézi k uvoliiovani do krevniho fecisté, kdy jsou nasledné
infikovany rizné tkané ¢i organy. Zde se virus dale pomnozi a zpét se uvolni do
krevniho fecisté¢ a po prekondni hematoencefalické bariéry vstupuje do CNS, kde

mohou byt postizeny vSechny jeji ¢asti (Rohacova, 2006).

Nemocného doprovdzi necharakteristické obtize podobné chiipkovym
onemocnénim. Symptomaticka faze zahrnuje bolesti svalstva, kloubti a hlavy za
zvySenych teplot. Pfiznaky po né€kolika dnech vymizi a infikovani 1idé se citi zdravi. To
vSe zahrnuje primarni fazi onemocnéni. Pro sekundarni fazi je charakteristicky rychly
vzestup teploty s tézkymi symptomy z prvni faze, kdy se pfidava i vyrazna
svétloplachost. Casté jsou i asymptomatické priibéhy onemocnéni, kdy pacient nepociti

Zadné obtize (Rohacova, 2006).

1.2.1.1.4 Diagnostika

Diagnostika je serologicka a dochazi pfi ni k prokazani specifickych protilatek IgM
a IgG pomoci ELISY. IgM protilatky jsou prokazatelné jiz v ¢asné fazi onemocnéni.
V sekundarni fazi se vyskytuji IgM protilatky spolecné s IgG. Stanoveni protilatek
probiha bud’ ze séra, ¢i z likvoru. Dalsi moznou metodou diagnostiky je polymerazova

fetézova reakce (PCR) (Goddard, 2000).

Pti interpretaci vysledkli se musi dbat na okolnosti. Pfikladem miize byt o€kovani,

pii némz muze dojit k fale$né pozitivnim vysledkum (Kimmig et al, 2003).

Krevni obraz piti KE se li§i podle faze onemocnéni. V prvni fazi se jedna
o vyraznou leukopenii, kterou nasledné vystiida leukocytdza. ZvySend byva i krevni

sedimentace erytrocytti (Goddard, 2000).

1.2.1.1.5 Lécba

Uginna 1é¢ba proti viru KE v dnesni dobé& neexistuje. Proti onemocnéni Ize ale
chranit o¢kovanim. V Ceské republice existuji dva typy otkovacich latek, jez se skladaji
ze tfi oCkovacich davek. Dilezité je, aby podani tfeti davky probéhlo pfed sezénnim
vyskytem klistat. Pfeockovavani probiha po kazdych péti letech, u starSich osob nad 49
let kazdy tieti rok (Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv, 2012).
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1.2.2 Bakteriglni onemocnéni

1.2.2.1 Tularémie

Bakterie, zptisobujici tularémii, byla poprvé objevena v Kalifornii u jezera Tulare,
roku 1911. Onemocnéni je oznacovano jako ,,zajeCi mor* postihujici zejména zajice
a polni zvét, ale je pfenosné na Clovéka. Zvifata trpici na tularémii ztraceji plachost,
jsou malatni. Taktova zvét se da snadno chytit. Mezi pienasece této bakterie patii

komati, klist’ata, blechy a ovadi (Macela, 2006).

1.2.2.1.1 Epidemiologie

Tularémie je typickd na uzemi Evropy, Ameriky, Asie. Pfipady onemocnéni jsou
zaznamenany ale i Vseverni Africe. Pfenos infekce je zptisoben uhynulymi nebo
zijicimi zvifaty a nejcastéjsimi prenaseci jsou hlodavci, zajici, ale predevsim klisté

obecné (Macela, 2006).

1.2.2.1.2 Etiologie

Pivodcem je Francisella tularensis, coz je gramnegativni bakterie. Jde
o intracelularniho patogena, ktery neni schopen tvofit spory. Od poc¢atku jeho objeveni
byly znamy dva subtypy, které se oznacovaly A a B. Nyni je znamo nékolik subtypd,
jako napfiklad Francisella tularensis holarctica nebo Francisella tularensis

mediaasiatica. Lisi se zejména svym mistem vyskytu (Bartosova, 2005).

1.2.2.1.3 Patogeneze

Klinické ptiznaky se 1i$i podle typu ndkazy. Pokud infekce do téla projde koZni
odérkou, kousnutim komadra, nebo ptisatim klistéte, dojde na ktzi k vzniku typického
viedu. Tato forma se nazyva ulceroglandularni, kdy 1écba viedu mutze trvat az né¢kolik
let. Dal$im moznym mistem vstupu infekce jsou oc¢ni spojivky. Tato forma,
okuloglandularni, je typickd hnisavym zanétem spojivek. Posledni variantou, kdy dojde
K poziti infikovaného, malo tepelné upravovaného masa, se nazyva intestinalni forma

onemocnéni. Pfi tomto typu jsou typické bolesti bficha, zvraceni ¢i prijmy (Siderovski,

2006).

1.2.2.1.4 Diagnostika
Gramnegativni bakterie je velmi ndrocnd na kultivaci, vyzaduje specifické

kultivaéni podminky. Dal$imi moznymi metodami jeji diagnostiky jsou serologické
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testy ¢i pomoci PCR. Jedinou nevyhodou serologickych testi je pozdé€jsi vznik

prokazatelnych protilatek (Chalupa, 2000).

1.2.2.1.5 Lécba

Pro 1é¢bu jsou uzity rizné druhy antibiotik, jako je streptomycin, gentamycin.
Pokud se tularémie nelé¢i, miize dojit az k umrti pacienta. Umrtnost se pohybuje mezi
5-15% (Havlik, 2002).

1.2.2.2 Lymeska borelidza

Puvodce Lymeské boreliozy (LB) je Borelia burgdorferi, jez byla objevena v roce
1982. Nazev bakterie se nese podle svého objevitele Willyho Burgdorfera (Bartingk,
1996).

1.2.2.2.1 Epidemiologie

Onemocnéni se vyskytuje témeéf na vSech kontinentech svéta, krome Australie, kde
patogen doposud nebyl prokazan. LB patii mezi zoonozy, kdy je klisté obecné jednim
Z hlavnich ptfenasect bakterie. Pfenos d€lime na pfimy a nepiimy. Pfenos piimy se
nazyva podle nasati klistéte, kdy se bakterie dostava piimo do krve. Tento druh pfenosu
je ovlivnén dobou pfisati. Druhy typ, pfenos nepiimy, je typem, pii cemz se bakterie do
téla dostdva pomoci koznich odérek, pfi rozdrceni, rozskrabnuti klistéte na povrchu
kaze (Goddard, 2000).

Pfenos je mozny také zmatky na plod, ale nepatii mezi onemocnéni

s teratogennim uc¢inkem (Rohacova, 2006).

1.2.2.2.2 Etiologie
LB je zptsobena skupinou borelii, coz jsou gramnegativni bakterie tvaru tycky,
jez fadime je mezi spirochety. Tento komplex se nazyva Borrelia burgdorferi sensu
lato. Existuje vice druhti a poddruhii této bakterie a jejich pojmenovani je velmi
komplikované. Mezi tii hlavni pavodce LB patii Borrelia burgdorferi, Borrelia
afzelii a Borrelia garinii. Ani mezi stejnymi druhy bakterii neni shoda v antigenni
vybaVve, coz se povazuje za jednu z komplikaci v diagnostice, ¢i pfi vyzkumu léciv

(Buhner, 2014).

Patogennimi jsou oznacovany vSechny borelie. Jejich prikaz je slozity

z hlediska naro¢nosti podminek rastu. Statisticka data ukazuji vzestup onemocnéni
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nevyskytuji, piezivaji pouze v hostitelich, kdy tim nejcastéjSim byva klisté¢ obecné

(Rohagova, 2005).

1.2.2.2.3 Patogeneze
Zpravidla mluvime o tfech stadiich (viz. Tabulka 1) LB, stadium rané,

diseminované a poslednim je stadium pozdni.

Tabulka 1: Klinicky obraz LB

Stadium Casové obdobi Symptomy

-Erythema chronicum migrans

Dny, tydny po -malatnost, bolest hlavy, zvySena

Rané

nakaze
i teplota
... 1. | -Erythema migrans multiple
L . Rozmezi tydnt n A 9 . p
Diseminované -akutni artritida, boreliovy

a mesicu lymfocytom, myokarditis

o -Acrodermatitis chronica atrophicans
, Mésice nebo g o
Pozdni , -encefalomyelitida, artritida,
roky od nakazy ) o
meningoencefalitida

Tento klinicky obraz (k. 0.) je velmi zjednoduseny, u kazdého jedince je pribéh
onemocnéni rozdilny. Muzeme tedy mluvit o atypickém k. o., pfi ¢emz divodem je
pestra Skdla symptomi, kdy se rané a diseminované obdobi prolina (Sedldk a

Tomsickova, 2006).

1.2.2.2.4 Diagnostika

Diagnostika u pacientil s jasnymi symptomy (pf. erythema chronicum migrans)
neni slozitad, problémy nastavaji u pacienti bez typickych pfiznakd. Hlavnimi
laboratornimi metodami pro stanoveni je ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay) a Western blotting. VySetiuji se specifické protilatky tiidy IgG a IgM. Nékdy
jsou vhodné pro doplnéni diagnostiky i laboratorni metody piimé, jako je kultivace,

elektronova mikroskopie ¢i PCR (Rohacova, 2006).

1.2.2.2.5 Lécha

Antibiotika (ATB) jsou lékem volby cislo jedna. Lécba se zahajuje po zhodnoceni
klinického obrazu, podle kterého se hodnoti, jaka skupina ATB je pro pacienta vhodna.

Obvykle je pouzivan doxycyklin, u déti do 8 let a t€hotnych zen se uzivaji amoxyciliny.
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Pti druhém a tfetim stadiu se uZivaji ATB druhu cefotaxim ¢i ceftriaxon. Pii relapsu, ¢i

nedostatecném ucinku lze 1é¢bu opakovat (Buhner, 2014).

1.2.2.3 Ehrlichiéza

Rozeznavame dva druhy patogenni pro cloveka. Ehrlichiézu rozdélujeme na
granulocytarni a monocytarni. Lidskd granulocytarni ehrlichiéza (LGE) je zplsobena
drunem E. phagocytophilum. U druhého typu se jedna o lidskou monocytarni
ehrlichiozu (LME) zpusobenou bakterii E. chaffeensis. Dalsim typem je trombocytarni

ehrlichie, ktera je typicka pro psy, a u ¢lovéka se zatim neprokazala (Benes, 2009).

1.2.2.3.1 Epidemiologie
LGE je druhem typickym pro Evropu, kdezto LME je popisovana v USA.
PienaseCem mohou byt rizné druhy kliStat, rezervoarem bakterie jsou rizna zvifata:

psi, lesni zvét, ovce, hlodavcei, dobytek (Havlik, 2002).

1.2.2.3.2 Etiologie

KdyZ hovoiime 0 ehrlichiich, mame na mysli malé gramnegativni, intracelularni
bakterie. Jiz bylo pospano mnoho druht, které napadaji teplokrevné hostitele. Ehrlichia
chaffeensis napadajici monocyty zpiisobuje horecnatd onemocnéni, stejné jako agens

LGE Ehrlichia phagocytophila postihujici granulocyty (Havlik, 2002).

1.2.2.3.3 Patogeneze

Zasadni roli je délka prisati klistéte na hostiteli, poté se bakterie v napadenych
bunkach méni na tutvar, shluk oznaCovany morula. Hlavnimi ptiznaky LGE jsou
horecka, zimnice, tiesavka, bolest svalstva a v neposledni fadé zvraceni ¢i zavraté. Mezi
popisované symptomy u LME patii horecka, bolest hlavy, bolest svall, ubytek vahy,
kozni vyrdzka a zavraté. U obou typi po laboratorni diagnostice stanovime
trombocytopenii, leukopenii a zvySenou transmindzu.  Pfi vCasné diagnostice
a onemocnéni bez komplikaci trvd pribéh okolo tydne. Umrti zptsobend témito

bakteriemi jsou velmi ojedinéla (Benes, 2009).

1.2.2.3.4 Diagnostika

Pro prikkaz se vyuZivaji metody serologické, kdy je nutné vySetfit sérum na
specifické protilatky ¢i PCR. Vysledkem krevniho obrazu je typickd leukopenie
a trombocytopenie. Pifi potvrzeni diagnézy je tfeba dbat na anamnézu, vysledky

krevniho obrazu a vysledky jaternich testi, kdy je zvySend transminaza.
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Charakteristickym znakem jsou také moruly, které bakterie tvoii uvniti leukocytil

(Rohé&&ova, 2006).

1.2.2.3.5 Lécba

Léky prvni volby jsou antibiotika, napiiklad doxycyklin, rifampicin ¢i
u chronického prubéhu chloramfenikol. Léky jsou podavany po dobu 3 tydnt
(Rohécova, 20006).

1.2.2.4 Bartoneldza

Onemocnéni nazyvané také jako nemoc z kocic¢iho Skrabnuti (CSD — catscratch
disease) je zpuisobeno gramnegativni ty¢kou B. henselae. Onemocnéni neni pfenaseno
z ¢loveka na Cloveka neboli interhuméanng. Hlavnim rezervoarem je kocka domaci, kdy

je bakterie prenasena blechami, nebo mize byt dalsim pienasecem i klist¢ rodu Ixodes

ricinus (Schmidt, 1998).

1.2.2.4.1 Etiologie
Jednd se o bakteridlni onemocnéni zpiisobené B. henselae, coz jsou aerobni
gramnegativni bakterie. Infekce se vyskytuje vétSsinou u chovateli kocek, bezdomovct

¢i lidi zijicich ve $patnych hygienickych podminkach (Maslova et al, 2014).

1.2.2.4.2 Patogeneze

Po uplynuti az deseti dni se v misté pfisati ¢i poranéni, poskrabani objevuji malé
bolestivé hnisavé trhlinky ktze, strupy. Mezi symptomy patii bolest hlavy, slabost,
zavraté, unava, bolest kloubti a svali. U imunodeficitnich pacientt mohou nastat
komplikace, kdy muze dojit k infekcim o¢i, encefalitidé, nebo se mohou také zvétsit
jatra (Schmidt, 1998).

1.2.2.4.3 Diagnostika

Pti diagnostice je vyuzivan serologicky priukaz protilatek IgM a IgG. Dale mizeme
prokazat bartonelézu pomoci metody PCR. Z krevniho obrazu zjistujeme leukocytozu,
trombocytopenii nebo také hladinu anémie. Dal§im znakem byva zvySena alkalicka

fosfatdza v séru (Maslova et al, 2014).

1.2.2.4.4 Lécba
K1écbé této infekce jsou dilezitd antibiotika. Mnohdy se uzivd kombinace

doxycyklinu a aminoglykosidovych ATB. Antibiotika se uZzivaji po dobu dvou tydnt,
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pti komplikacich se 1é¢ba miiZze protdhnout az na deset — dvanact tydnti (Maslova et al,

2014).

1.2.2.5 Neoehrlichiéza

Patogen zptisobujici neochrlichiézu, jez patii mezi zavazna hore¢nata onemocnéni,
se nazyva Candidatus Neoehrlichiamikurensis. Onemocnéni muze byt zavazné pro
imunodeficitni pacienty, pro lidi s vy$§im v€kem, nebo také pacienty s autoimunitnim
onemocnénim, ¢i onkologicky lé¢ené. Zavazné se mize stat také Spatnou diagndzou,

kdy dojde k nespravné 1é¢bé (Wenneras, 2015).

1.2.2.5.1 Epidemiologie

Toto onemocnéni lze povazovat za ,nové“ objevené, potvrzeno bylo zatim
v oblastech Ameriky, Asie, Afriky i v Evropé. Za hlavniho vektora v Evropé je
povazovano klisté obecné. Prvni vefejné potvrzeny vyskyt pochazi ze Svédska, kdy se
symptomy podobaly jiz znamé ehrlichiéze. Dal§i pacient pochazel ze Svycarska. Oba
tito pacienti mé¢li oslabeny imunitni systém. Bylo tedy poté potvrzeno, Ze timto

onemocnénim jsou ohrozeni imunosupresivni pacienti (Silaghi et al, 2016).

1.2.2.5.2 Etiologie

Candidatus Neoehrlichiamikurensis je gramnegativni bakterie s intracelularni
povahou a piedpokladajicim tropismem endotelovych bunék. Bakterie patii do Celedi
Anaplasmatacae, tato Celed’ zahrnuje Sest rodu, mezi které patii i rod Ehrlichia.
Charakteristicky pro né je tenky periplazmaticky prostor, ktery odd€luje vnitini a vnéjsi
membranu a je to spolecna vlastnost pro Celed” Anaplasmatacae. V piirodé preckava
Vv hostitelich, jako jsou potkani, mysi, z nichz je klistaty pfenaSena na vétsi savce, ¢i na

¢lovéka (Silaghi et al, 2016).

1.2.2.5.3 Patogeneze

Lidé se domnivali, Ze neoehrlichiéza je onemocnéni piedevsim imunosupresivnich
pacientd. S postupem casu je potvrzend diagnostika i u imunukompetentnich jedinct.
Charakteristickymi symptomy jsou zimnice, poceni, remitujici vysoké horecky, bolest
hlavy. Casto byvaji doprovazené nevolnostmi, zvracenim, koznimi vyrazkami. Bolest je
typicka migrujici, postihujici klouby, krk, svaly. Mezi nebezpecné ptiznaky patii cévni
¢i tromboembolické piihody, jez jsou zpusobeny zanéty cévni vystelky (Wenneras,
2015).
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1.2.2.5.4 Diagnostika
Neoehrlichiozu je velmi slozité spravné a v€as diagnostikovat. Hlavni laboratorni
metodou vyuzivanou pro prikaz je metoda PCR. Doposud nejsou znamy zadné

serologické postupy vyseteni, ani se do této doby nepovedlo bakterii vykultivovat

(Silaghi et al, 2016).

1.2.2.5.5 Lécba

Doporucovanymi léky jsou antibiotika, druh doxycyklin. Pokud ma pacient znamky
intolerance, ¢i alergie, je dalSim navrzenym lékem rifampicin. Doporucena délka
podavani antibiotik byva okolo tii tydnd, pii komplikacich az Sest tydnu (Silaghi et al,
2016).

1.2.3 Protozodrni onemocnéni

Mezi nejznaméjsi protozoarni patogeny prenasené klistaty patii rody Babesie
a Theileria. Theilerie jsou morfologicky podobné babesiim, ale napadaji leukocyty,
které jsou poté schopny transformovat. Tito piivodci nejsou nebezpecéni pro ¢loveka, ale

dokazi zptisobit nakazu mezi dobytkem (Hausmann, 2003).

1.2.3.1 Babesidza

Onemocnéni patii do parazitarnich ndkaz zplsobené pifenosem z kliSt'at. Babes
v roce 1888 popsal dobyt¢i mor a jako prvni ur€il protozoa zptsobujici nakazu (Kimmig
et al, 2003). Podle (Gelfan a Callahan, 2003) byla babesidsa u ¢lovéka poprvé vidéna
v USA Vv roce 1969, kdy byla babesia microti popsana jako pfi¢ina ,,malarie* u pacienta
s operovanou slezinou. U nékterych pfipadi byla popséna infekce zpisobend krevni
transfuzi. Dobrovolni darci mohou mit parazita v krvi jest¢ mésice po vyléceni a tim

ohrozuji ptipadné piijemce (Kimmig et al, 2003).

1.2.3.1.1 Epidemiologie

Druh babesie se 1isi podle vyskytu. Nejcastéjsimi ptivodci jsou Babesia microti, kdy
je vektorem Ixodes dammini vyskytujici se v USA. V Evropé je typicky druh Babesie
divergens, jejimZ pfenaseCem je Ixodes ricinus. Ostatni druhy jsou zatim spojovany
pouze s infekcemi u zvifat, jako jsou kravy, kon¢, vepii, ovce ¢i psi a kocky. Velmi

vzacné dojde k onemocnéni pomoci Babesii equi (Kimmig et al, 2003).
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1.2.3.1.2 Etiologie

Pti¢inou infekce jsou prvoci zijici intracelularné v ¢ervenych krvinkach. Jednotlivé
druhy se 1i8i svou velikosti, kterd se pohybuje od 1 do 5 mikrometrd. VEtSinou zaujimaji
tvar hrusky. Zivotni cyklus babesie zaéina v erytrocytech hlodavctl, kde se bezpohlavng
rozmnozi. K pfenosu dochazi klistétem, kdy vznikly prvok vstupuje do slinnych Zlaz.
Po pfenosu na ¢lovéka zivotni cyklus konci. Jde o typickou zoonézu, kdy se vyzaduje
prenos ze zvifeciho rezevoaru na cloveéka. Jedinou vyjimkou je ptfenos krvi darce —

piijemce (Gelfan a Callahan, 2003).

1.2.3.1.3 Patogeneze

Infekce se znacné lisi, ovliviiuje ji mnoho faktort, jako je druh parazita, veék
a imunitni kompetence hostitele. Starsi lidé maji oslabenou bunécnou imunitu, kdy se
i mirné infekce mohou vyvinout vtézky stav onemocnéni. Dale jsou ohrozeni
jednotlivei jakéhokoliv veéku, ktefi jsou imunokompromitovani. Ackoliv dlouhodobé
ucinky cirkulujicich paraziti nejsou dobfe znamy, nejvétsi asymptomatickou infekei je

schopnost darovat krev (Gelfan a Callahan, 2003).

Patogenita jednotlivych druhii neni zcela prozkoumana. Po inkubacni dobé
jednoho az cCtyf tydni se objevuje horecka, celkovd malatnost a slabost, Casto
doprovazena bolestmi, pocenim, bolesti hlavy. Dochazi také k tibytku na vaze, mnohdy
jsou pozorovany recidivy. Infekce byva mnohdy doprovazena i jinou infekci jako je
napiiklad lymeska borelioza. Asi u 10 % piipadi doslo k umrti pacientt, kteti byli pred
nakazou po splenektomii, nebo byli ohrozeni jinymi zpusoby, jako je napiiklad infekce

HIV (Ord a Lobo, 2015).

1.2.3.1.4 Diagnostika

Mikroskopické pozorovani paraziti v krevnich natérech ziistava klasickou metodou
diagn6zy. Onemocnéni lze obtizn¢ diagnostikovat u mensi ¢i u malé hustoty parazit,
a proto tato metoda postrada citlivost. Serologické testy poskytuji pouze nékteré
laboratofe. PCR vredlném case nebo kvantitativné je mnohem citlivéj§i nez

mikroskopie. Dokaze detekovat piiblizné 5-10 parazita/ul (Ord a Lobo, 2015).
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1.2.3.1.5 Lécba

Lécba mirného stavu se doporucuje na 7-10 dnti pomoci kombinace clindamycinu
S chininem. Jelikoz toxicita chininu je vyznamna, doporuCuje se alternativa
intraven6zné podavaného chininu. Poté bylo prokazano, ze stejné ucinny, ale s méné
vedlejSimi u¢inky, je atovaquon. Jako adekvatni l1é¢ba se povazuje vymeéna Krve
transfuzi, kdy se rychle se odstrani parazitované erytrocyty z krevniho ob&hu hostitele.
Tato moznost Se povazuje za ptijatelnou pii vice nez 50% infikovanosti (Ord a Lobo,

2015).
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2 Metodika

Praktickd ¢ast mé bakalaiské prace spociva ve vysetieni klistat, které probiha
V jednotlivych krocich. Prvni ¢ast se zaobird izolaci DNA, druha cast pak vlastni
analyzou. Pro vlastni analyzu se vyuziva metody PCR, a RT-PCR (reverse transcription
PCR). Kontrola vysledkii probiha pomoci metody ELFO (horizontalni gelova
elektroforéza). Testovani klistat se provadi v rdmci prevence, zajemci si klisté odstrani
podle pravidel a poSlou na provedeni testu. Pozitivni nalez nékterych z infekénich
puvodcii neznamend, Ze doslo k pfenosu na ¢lovéka. I pies negativni vysledky testi, je
dobré dbat zvySené opatrnosti na zdravotni stav a klinické ptiznaky takto pfenosnych

onemocnéni

2.1.1zolace genomické DNA/ total RNA z klistat

Izolace DNA-RNA je prvnim a zaroven nepostradatelnym krokem k ziskavani
informaci o DNA/ RNA, ale také pocatecnim krokem pro dalsi analyzy. DNA/ RNA
mohou byt separovany jak z zivého, tak z mrtvého, zakonzervovaného materialu. Pii
izolaci DNA jde u téchto parazith o genomovou DNA. Izolace RNA je znaéné
komplikovanéjsi, kvili obsahu enzymu degradujicich tuto nestabilni molekulu. Pfi
tomto druhu separace je nutné inaktivovat ribonukleazy a vyhnout se vysokym teplotam

(Chee Tan a Chin Yiap, 2009).

2.1.1 PouZivané reagencie:

AM GTC 4M guanidine thiocyanate + 0,1M Tris pH=7,5

2-ME 2-mercaptoethanol

70% EtOH 70% ethylalkohol (96%EtOH + H20)

Wash buffer 60mM Acetat draselny (KoAc) + 8,3mM Tris pH=7,5 +

40uM EDTA pH=8 + 63% ethylalkohol
TE 10mM Tris pH=7,5+ 1mM EDTA pH=8

RNAsin RiboLock RNase Inhibitor, Fermentas EO0381, 40U/uL
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EDTA (0,5M, pHS, 100ml): sloZeni: kyselina etylendiamintetraoctova + dH20.
Chelatacni ¢inidlo, které se v molekularni biologii vyuziva pro inaktivaci nukleaz (LAB

Guide — privodce laboratofi).

Presna piiprava roztokli byla provedena podle laboratorniho postupu P1-6, ktery

vypracovala pi M. Buryskova.

2.1.2 Pracovni postup:

Jako prvni je dulezité pfipravit lyzaéni roztok, ktery odpovida danému mnoZstvi
vzorkil. K poctu vzorkl, pfipocitdvame blank plus jeden navic, aby byl roztok ptipraven
v nadbytku. Do zkumavky s blankem, pfidavame vSechny roztoky, aby se popiipadé
zjistila kontaminace roztokd. Lyza¢ni roztok se pfipravuje v poméru 250ul 4M GTC +

2,51 2-ME na jeden vzorek.

Vzorky klistéte jsou uchovavany v jednotlivych pospanych zkumavkach v mrazaku
pii -20°C. Do kazdé zkumavky se vzorkem pfidavame 250ul smési GTC+2-ME. V této
smesi, pomoci Spicky rozmackame klisté, aby se uvolnil obsah stfev. Poté dame
zkumavky typu eppendorf vortexovat Hard 10s a sto¢it v minicentrifuze na jeden

cyklus: 1600rpm, 6s.

Zkumavky jednotlivé otevieme a piidame 250ul 70% EtOH a opét dame vortexovat
a stoCit na jeden cyklus. Tento lyzat pifeneseme pipetou o objemu 500ul na izola¢ni
kolonu, kterou dame stoc¢it na Iminutu, 16 000g, sto¢enou tekutinu vylejeme. Pozor se
musi dat na velké napité klisté, kdy je nutné tento vzorek stocit 3minuty pii 16 000g a

dale se pouziva pouze supernatant.

Kolonu promyjeme nejméné dvakrat pomoci 500ul wash buffru, sto¢ime 0,5minuty
na 16 000g, stoc¢enou tekutinu vylijeme. Pro odstranéni zbytkti EtOH je dulezité dat

stocit jesté na 1 minutu pii 16 000g.

Nasleduje eluce, kdy si pfedem pfipravime elu¢ni roztok. Elucni roztok pfipravime
pomoci 50ul roztoku TE + 0,125ul RNAsin, kdy toto mnozstvi plati pro jeden vzorek.
Nesmime tedy zapomenout na vzorky dalsi, také musime pocitat s jednim navic, aby

nam roztok vySel v nadbytku.

Kolonu pfendame do ¢isté zkumavky o objemu 1,5ml, ktera musi byt oznacena

¢islem vzorku. Do jednotlivych kolon pifidame 50ul eluéniho roztoku. Sto¢ime na
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Iminutu ptfi 16 000g. Tyto zkumavky poté uchovavame ve vychlazeném stojanku.
Vyizolovanou DNA/RNA musime co nejdiive pouzit, do dal§iho pouziti je nutné

zkumavky uchovéavat pii 4-8°C.

Tento pracovni postup je popsan podle piedlohy laboratorniho postupu firmy

Protean s. r. 0.

2.2.Analyza klistat — PCR, RT-PCR

Polymerazova tetézcova reakce (PCR), z anglického nazvu Polymerase Chain
Reaction, je metodou amplifikace zvoleného useku DNA. Vybrany tsek DNA musi byt
ohrani¢en tzv. primery, coz je zdsadni podminka pro spravnou polymeraci. Jsou to
fragmenty o 20-25 nukleotidech a pomoci komplementarity nasedaji na vybrany usek
DNA. Syntézu daného useku provadi DNA polymerdza. Reakéni smés musi také
obsahovat smés nukleotidt ANTPs. Polymerazova fetézcova reakce probiha po cyklech

geometricky (McPherson a Meller, 2006).

PCR probihda ve tiech odlisSnych krocich fizenych teplotou v pfistroji zvaném
thermocycler. Prvnim krokem je tzv. denaturace, kdy se dvoufetézcova templatova
DNA denaturuje zahtivanim, typicky na 94 °C. Annealing neboli pfipojeni urcitého
useku je druhym krokem, jez probiha pii teploté¢ v rozmezi 50-60 °C a je zalozen na
principu komplementarity dusikatych bazi. Syntéza DNA probiha typicky pfi teploté
72 °C pomoci termostabilni DNA polymerazy (McPherson a Meller, 2006).

Pro diagnostiku TBEV se uziva RT-PCR neboli reverzné transkripéni PCR. Tento
typ je urCen pro mnozeni molekul RNA, kdy je izolovana RNA ptevadéna do cDNA
(complementary DNA) enzymem reverzni transkriptdza. V misté primeru reverzni
transkriptdza syntetizuje komplementarni fetézec, pfi¢emz vznikd hybridni DNA

(Walker a Rapley, 2009).

2.2.1 Reagencie

Tick-Tag DNA Polymerase, Protean, 5U/ul, dodavana s 10x pufrem s20mM
MgCl;

Reverzni transkriptaza RT Revert Aid Reverse Transcriptase, Fermentas
EP0442/0441, 200U/l

dNTPs: ANTP set, Fermentas R0182, 4x 100pmol
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BSA: Bovine Serum Albumin, NBE B9001S, 10mg/ml

DNA markery: GeneRuler Express DNA ladder, Fermentas SM1551
GeneRuler Low range DNA ladder, Fermentas SM1192

Sekven¢ni primery: Generi biotech

Kontrolni standardy: Protean, koncentrace pozitivnich kontrol jsou upravovany

dle pokynti vedouciho laboratoie

2.2.2 Analyza TBEV — klistovd encefalitida
Vzorky: vyizolovand total RNA, blank, negativni kontrola (H20 5ul), pozitivni
kontrola (standard Protean PK60 — 1ng/ul -175bp, 0,5ul DNA)

Tabulka 2 Reakcni smés pro detekci TBEV pomoci RT-PCR

Slozka Objem (ul)
total RNA 5
5x RT pufr 5
BSA 10mg/mi 0,25
Primer mix TBEl1 + TBE2 1
10pmol/ul (0,4mM)
dNTPs 10mM each (0,2mM) 0,5
Tick — Taq DNA polymerase (2U) 0,4
Reverse Transcriptase (60U) 0,3
H20 12,55
CELKOVY OBJEM 25ul

Do zkumavky s blankem pokracujeme v pipetovani reagencii, jako u vzorka
s vyizolovanou RNA s tim rozdilem, Ze zadné RNA neobsahuje. Blank se uziva pro
kontrolu reagencii. Zkumavka s negativni kontrolou obsahuje pouze 5ul H20. Pozitivni
kontrola obsahuje kromé& 0,5ul DNA jesté 4,5ul H2O. Takto piipravené zkumavky
mizeme vlozit do cykleru od firmy eppendorf a spustit program TBEV.

Tabulka 3 Program TBEV

60 °C 5 minut
42 °C 45 minut
94 °C 5 minut
94 °C 15 sekund

40x | 60 °C 15 sekund
72 °C 30 sekund
72 °C 2 minuty
4°C 00
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Produkty reakce kontrolujeme

elektroforéza).

2.2.3 Analyza Bab — Babesiosa

pomoci ELFO

(horizontalni

gelova

Vzorky: vyizolovand DNA, blank, negativni kontrola (H20 5pul), pozitivni kontrola
(standard Protean PK56 — 100fg/ul -620 + 490bp, 1ul DNA)

Tabulka 4 SlozZeni reakcni smési pro detekci Bab pomoci PCR

Slozka Objem (pnl)
Vyizolovana DNA 5
10x pufr (MgCl; 2mM) 2,5
Primer mix Bab F+R, 10pmol/ul 1
(0.4uM)
dNTPs mix 10mM (0,2mM) 0,5
Tic — Tag DNA polymerase (2U) 0,5
H,O 15,6
CELKOVY OBJEM 25ul

Zkumavky se vzorky DNA a reagenciemi uzavieme. Do zkumavky s blankem,
ktery DNA neobsahuje také napipetujeme ptislusné reagencie. Negativni kontrola

obsahuje pouze 5ul H20. Do pozitivni kontroly napipetujeme 4,5ul H2O s 0,5ul

kontrolni DNA. Takto ptipravené zkumavky vkladame do cykleru a spoustime program

babesiosa.

Tabulka 5 Program babesiosa

94 °C 2 minuty
94 °C 15 sekund

42x | 53 °C 15 sekund
72 °C 45 sekund
72 °C 2 minuty
4°C 0

Produkty reakce kontrolujeme pomoci ELFO (horizontdlni gelova

elektroforéza).

2.2.4 Analyza NeoM — Neoehrlichia mikurensis

Vzorky: vyizolovana DNA, blank, negativni kontrola (H20 5pul), pozitivni kontrola
(standard protean PK164 — 10fg/ul -757bp, 1ul DNA)
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Tabulka 6 Slozeni reakcni smési pro detekci NeoM pomoci PCR

Slozka Objem (ul)

DNA 5

10x pufr (MgClz — 2mM) 2,5
Primer mix NeoM943R + 1
NeoM186F 10pmol/ul (0,4uM)

dNTPs mix 10mM (0,2mM) 0,5
Tic — Taq DNA polymerase 0.4
(2U) ’
H,O 15,6
CELKOVY OBJEM 25ul

Reakéni smés kazdého vzorku ve zkumavce uzavieme. Do zkumavky s blankem
jsme také napipetovali reagencie, bez vzorku DNA. Negativni kontrola obsahuje pouze
5ul H20. Do zkumavky s 0,5ul pozitivni kontroly napipetujeme pomoci automatické
pipety 4,5u1 H2O. Zkumavky vkladame do cykleru, uzavieme a spustime program
NeoM.

Tabulka 7 Program NeoM

94 °C 2 minuty
94 °C 15 sekund

40x | 60 °C 15 sekund
72 °C 45 sekund
72 °C 2 minuty
4°C 00

Produkty reakce kontrolujeme pomoci ELFO (horizontalni gelova elektroforéza).

2.2.5 Analyza Bor — Borrelie
Vzorky: vyizolovana DNA, blank, negativni kontrola (H20 5pl), pozitivni kontrola
(standard protean PK54 — 100fg/ul -670bp, 1ul DNA)

Tabulka 8 Reakcni smés pro detekci Bor pomoci PCR

Slozka Objem (ul)

DNA 5

10x pufr (MgClz — 2mM) 2,5
Primer mix BGSL1 +2 1
10pmol/ul (0,4uM)

dNTPs 10mM (0,2mM) 0,5
Tick — Taqg DNA polymerase 04
(2U) ’

H,O 15,6
CELKOVY OBJEM 25l

Takto pfipravena zkumavka je vhodna k vlozeni do cykleru. Samoziejmosti je

pouziti pozitivni kontroly, kterd obsahuje kromé& 0,5ul pozitivniho standardu 4,5ul H20.
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Pti kazdé analyze se také pro kontrolu uziva negativni kontroly, jenZ se skldda pouze
Sul H20. Od izolace také s analyzou provadime blank, ktery slouzi pro kontrolu
reagencii, ale neobsahuje Zadnou vyizolovanou DNA. Pfipravené zkumavky, vkladame

do cykleru a spoustime program borel.

Tabulka 9 Program borel

94 °C 2 minuty
94 °C 15 sekund

40x | 64 °C 15 sekund
72 °C 45 sekund
72 °C 2 minuty
4°C o0

Produkty reakce kontrolujeme pomoci ELFO (horizontalni gelova elektroforéza).

2.2.6 Analyza HGE- Ehrlichie
Vzorky: vyizolovand DNA, blank, negativni kontrola (H2O 5pul), pozitivni kontrola
(standard protean PK11 — 10pg/ul -444bp, 1ul DNA)

Tabulka 10 Reakcni smés pro detekci HGE pomoci PCR

Slozka Objem (nl)

DNA 5

10x pufr (MgClz — 2mM) 2,5
primer mix LAl + LAG6 1
10pmol/ul (0,4uM)

dNTPs 10mM (0,2mM) 0,5
Tick — Taqg DNA polymerase 0.4
(2V) ’

H20 15,6
CELKOVY OBJEM 25ul

Takto je reakéni smes kompletni a pfipravend na vlozeni do pfistroje cykler.
Spolec¢né s pfipravenymi vzorky se také spousti negativni kontrola, pozitivni kontrola
a blank. Pfi¢emz negativni kontrolou je Sul H2O, pozitivni kontrola se sklada 0,5ul
pozitivni DNA a 4,5ul H20. Vyjimkou je blank, ten obsahuje vSechny reagencie kromé
vyizolované DNA.

Tabulka 11 Program hge

94 °C 2 minuty

32X 94 °C 15 sekund
52°C 15 sekund
72 °C 30 sekund
72 °C 2 minuty
4°C o0
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Produkty reakce kontrolujeme pomoci ELFO (horizontalni gelova elektroforéza).

2.2.7 Analyza BH — Bartonella

Vzorky: vyizolovana DNA, blank, negativni kontrola (H20 5ul), pozitivni kontrola
(standard PK55 — 100fg/ul -550bp, 1ul DNA

Tabulka 12Reakcni smés pro detekci BH pomoci PCR

Slozka Objem (ul)

DNA 5

10x pufr (MgClz — 2mM) 2,5
primer mix BH F+R, 10 pmol/ul 1
(0,4mM)

dNTPs 10mM (0,2mM) 0,5
Tick — Taqg DNA polymerase 0.4
(2U) ’

H>O 15,6
CELKOVY OBJEM 25ul

Ptipravené reakcni smési vSech vzorki musi byt doprovazeny negativni, pozitivni
kontrolou, ale také se zkumavkou obsahujici blank, tzn. vSechny reagencie, kromé
vyizolované DNA. 5ul H20 pouzijeme jako negativni kontrolu. Zkumavku s 4,5ul H.0
plus 0,5ul pozitivni DNA oznacujeme jako pozitivni kontrola. Takto pfipravené

zkumavky vkladame do cykleru na program bartonel bh.

Tabulka 13 Program barotenl bh

94 °C 2 minuty

38x | 94 °C 15 sekund
66 °C 15 sekund
72 °C 45 sekund
72 °C 2 minuty
4°C o0

Produkty reakce kontrolujeme pomoci ELFO (horizontalni gelova elektroforéza).

2.2.8 Analyza Tul- Tularemie
Vzorky: vyizolovana DNA, blank, negativni kontrola (H20O 5pul), pozitivni kontrola
(standard PK96 — 100 fg/ul -900bp, 1ul DNA)
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Tabulka 14 Reakcni smés pro detekci Tul pomoci PCR

Slozka Objem (ul)

DNA 5

10x pufr (MgClz — 2mM) 2,5
primer mix Tular F+R, 1
10pmol/ul (0,4Mm)

dNTPs 10mM (0,2mM) 0,5

Tic - Tag DNA polymerase (2U) 0,4
H20 15,6
CELKOVY OBJEM 25ul

Do pfipraveného cykleru vkladame zkumavky s napipetovanymi reakénimi
smésmi, ale také stripy negativni a pozitivni kontroly. Pozitivni kontrola obsahuje
krom& 0,5ul pozitivniho standardu 4,5ul H20, kdeZto ta negativni pouze 5Sul H20.
Blank, ktery je také soucasti kazdé analyzy obsahuje reagencie reak¢ni smesi bez
vyizolované DNA. Ujistime se, zda mame v cykleru vSechny zkumavky, poté jej

uzavieme a spoustime program tular.

Tabulka 15 Program tular

95 °C 3 minuty

35x | 95°C 15 sekund
55°C 15 sekund
72 °C 1 minuta
72 °C 2 minuty
4°C 0

Produkty reakce kontrolujeme pomoci ELFO (horizontalni gelova elektroforéza).

2.3.ELFO

Pro vyrobu gelu potiebného k elektroforéze musime brat zietel na pocet
vySetfovanych vzorkd. Po pfepocitani mist, kterd budeme pottebovat, zvolime velikost
gelu, jez budeme ptipravovat. Kazda velikost ma svou vani¢ku a hiebinek. Hiebinek
urcuje pocet a velikost jamek v gelu. Podle typt fragmenti DNA volime koncentraci
agarozového gelu. Gel se vyrabi podle stanovenych laboratornich postupti. Pro kontrolu
po analyze TBEV se pouziva 2 % agar6za, pro ostatni analyzy je vhodné uziti 1 % ¢i

1,5 % agaru.
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Tabulka 16 Maly agar 50ml

MALY GEL 50ml 1% 1,5% 2%
Agardza 0549 0,759 19
TAE 60 ml 60 ml 75 ml
EB 2ul 2ul 2ul
var 4 min 5 min 5 min
ELFO 150 V 150 V 170V
¢as 16 min 16 min 18 min
Tabulka 17 Stredni gel 150ml
STREDNI GEL 1% 1,5% 20%
150ml
Agaréza 159 2,259 39
TAE 160 ml 160 ml 165 ml
EB Tul Tul Tul
var 6 min 8 min 8 min
ELFO 200 V 200 V 200 V
¢as 16 min 20 min 23 min
Tabulka 18 Velky gel 300ml
VE!;&?\{AEEL 1% 1,5% 2%
Agaréza 39 45¢ 69
TAE 320 ml 350 ml 350 ml
EB 14ul 14 ul 14 pl
Var 6 min 12 min 15 min
ELFO 200V 200V 200V
¢as 16 min 18 min 18 min

TAE (Tris-Acetate-EDTA): slozeni: 2M Tris base, 1M kyselina octova, 50mM EDTA,
dH.0

EB (Ethidium bromide)

Agardzu smichame s pufrem TAE ve sklenéné lahvi. MnoZstvi agaru a pufru se lisi,
podle velikosti, koncentrace gelu. Na lahev poloZzime vicko, které musi byt na lahvi
povolené. Agardzu v lahvi rozpustime v mikrovinné troubé, podle Casu uvedeného
V jednotlivych tabulkach. Ptipraveny gel chladime pod tekouci vodou tak, aby nebyl

vatici, ale aby nezacal tuhnout.
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Vanicku si pfipravime pii dob& varu agaru v mikrovinné troubé. Zkontrolujeme
tésnici gumicky, aby gel poptipadé nevytekl. Podle poctu vzorki, vlozime do vanicky

odpovidajici elektroforeticky hieben.

Do lahve s rozpusténym, horkym gelem pfidavame ethidium bromid v mnozstvi
uvadéném v tabulkach vyse. EB je latka oznacdujici se jako mutagen, proto s touto
latkou zachazime opatrné v digestofi. V zavérecném kroku ndm umoznuje vizualizaci
DNA ¢i RNA. Takto ptipraveny agarozovy gel vlijeme do vanic¢ky, zkontrolujeme, zda
se nam netvoii kolem hfebink® bublinky, poptipad¢ je odstranime a vyckame na jeho

ztuhnuti. Po dokonalém ztuhnuti, zhruba po 15-20 minutach, vyjmeme hiebinky.

Vanicku vlozime do ELFO vany a zalijeme roztokem TAE tak, aby hladina roztoku
byla tésné nad gelem. Poté si pripravime vzorky na nandseni do gelu. Ke kazdému
vzorku, ale také ke kontrolam a k blanku pfidavame 6ul 6xLoading Buffer (Protean),
coz je tzv. nanaSeci pufr. SloZeni tohoto pufru: bromfenolovd modf, kterd zajistuje

obarveni vzorku a glycerol, jenz ma ulohu ,,zatézkani*, aby vzorek klesl na dno jamek.

Do prvni jamky nanasime 4 ul velikostniho markeru Express Ladder (EL -Thermo
scientific). Pouze u analyzy TBEV se pouziva velikostni marker Low Express Ladder
(LR- Thermo scientific). Do dalsich jamek postupné pipetujeme vzorky promichané
s Loading Buffer. Dalsi jamky patii blanku, negativni a pozitivni kontrole. ELFO vanu
piikryjeme vikem, zkontrolujeme, zda mame spravné vanu zapojenou. Na zdroji

nastavime Cas a prislusné volty podle tabulek vyse.

Gel vizualizujeme pod UV svétlem, po zkontrolovani vysledka gel vyfotime pro
zdokumentovani do protokol Protean. Pracovni postup je popsan podle laboratorniho

postupu firmy Protean s. r. o. .
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3 Vysledky

Pti praktické ¢asti jsem pracovala s 65 vzorky klistat. Celkové jsem izolovala 60
vzorkli DNA z klistat. Pro analyzu TBEV jsem izolovala 5 vzorki RNA. Pii poruse
stroje cycler jsem nedokoncila 4. 9. 2018 analyzu 6 vzorkd, kterou pozdé€ji dokoncila

laborantka.

U mych vzorkl byla provadéna nej€astéji analyza na Borrelii a Ehrlichii. Jednou
byla analyzovana klistova encefalitida, Babesiosa, Bartonella a Tularemie. Bohuzel k

analyze Neoehrlichie mikurensis jsem se nedostala.

Celkem z 59 dokonc¢enych analyz byly 4 vzorky pozitivni. U 2 vzorkl byl pozitivni
prikaz Borrelii, jeden pozitivni vysledek u prikazu Babesiosy a jeden u analyzy

Ehrlichie.

Dne 14. 8. 2018 jsem provedla izolaci a analyzu na 16 vzorcich. Po izolaci byl
proveden test na Borrelii a Ehrlichii. Pfi kontrole vysledkd byl zjistén jeden vzorek

11999 pozitivni na Borrelii. Ehrlichie byla potvrzena také u jednoho ze vzorka 11997.

El 11997 11999 bl - +

Obrazek 1Vysledky analyzy 14.8.2018
21. 8. 2018 bylo kizolaci pouzito 8 vzorki na kterych jsem nasledné provedla

analyzu na Borrelii a Ehrlichii. VSechny vzorky byly prokazany jako negativni.

El bl - +

Obrazek 2Vysledky analyzy 21.8.2018
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28. 8. 2018 pfislo na vySetfeni 5 vzorkl na analyzu klistové encefalitidy TBEV.
Tyto vzorky jsem vyizolovala a nasledné pouzila pro analyzu. VSechny vzorky byly

potvrzeny jako negativni.

LR bl - +

Obrazek 3Vysledky analyzy 28.8.2018
Dne 4. 9. 2018 jsem dostala kizolaci 6 vzorkiu klistat. Izolace probé&hla, ale

nasledné se zjistila porucha stroje cycler. Analyza byla dokoncena po opravé cycleru

pod dohledem vedouci laboratofe.

12. 9. 2018 jsem vyizolovala 14 vzorkt DNA, které byly nasledné podrobeny
analyze Borrelie a Ehrlichie. Ehrlichie nebyla prokazana ani u jednoho ze vzorkd. Na

Borrelii byl potvrzen vzorek ¢islo 12070.

Obrazek 4Vysledky analyzy 12.9.2018
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19. 9. 2018 jsem v laboratofi Protean izolovala 3 vzorky a nasledné pfipravila na
analyzu. Vzorky byly vySetfovany na prukaz Babesiosy. U zadného ze tii vzorkl nebyla
Babesidsa prokazana. Pii vyhodnocovani vzorkli po vyfoceni vysla velmi nekvalitni

fotografie.

l bl - +

Obrazek 5Vysledky analyzy 19.9.2018
Pii dalsi praktické ¢innosti jsem 25. 9. 2018 vyizolovala 7 vzorki, kdy poté
4 vzorky byly testovany na Babesidsu a 3 na Bartonellu spolecné s Tularémii. Pozitivni

byl pouze jeden vzorek, pfi prikazu Babesiosy 12123.

Ba-Tul
El +

Obrazek 6Vysledky analyzy 25.9.2018
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4 Statistické zpracovani laboratornich vysledk

Protean s. r. o. si vede od zaloZeni firmy data poctu vzorkl, stadia klistat

a vysledky laboratorni analyzy. Ke statistickému zpracovani jsem tedy obdrZela data od

roku 2008 do konce roku 2018.

Setfeni

vyse

Pocet

Pocet vysetteni klistat 2008-2018

Pocet vySetteni kliStat = 607,7455+58,6182*x
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Obrazek TPocet vysSetieni klistat 2008-2018

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Pocet vysetfenych klistat vykazoval v obdobi 2008-2018 rostouci trend s ristem

dle regresni ptimky o 58,6 kliStéte ro¢né.

Pocty a podily klist'at testovanych, pozitivnich a negativnich na borelidzu jsou uvedeny

Vv nasledujici tabulce.

Tabulka 19 Borelioza

Borelidza
Rok testovano pozitivni negativni celkem
Pocet % pocet % pocet % zaznamu
2008 877 94 71 8 806 92 932
2009 723 94 47 7 676 93 771
2010 599 96 63 11 536 89 623
2011 839 94 145 17 694 83 889
2012 656 95 121 18 535 82 693
2013 1016 95 151 15 865 85 1065
2014 769 97 111 14 658 86 793
2015 756 97 80 11 676 89 777
2016 1302 97 52 4 1250 96 1347
2017 1118 95 74 7 1044 93 1176
2018 1434 96 74 5 1360 95 1488
Celkem 10089 96 989 10 9100 90 10554
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Pocty a podily klistat testovanych, pozitivnich a negativnich na klistovou

encefalitidu jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 20 Klistova encefalitida

Klistova encefalitida
Rok testovano pozitivni negativni celkem
pocet % pocet % pocet % zédznam{
2008 749 80 6 1 743 99 932
2009 602 78 24 4 578 96 771
2010 479 77 15 3 464 97 623
2011 676 76 29 4 647 96 889
2012 528 76 16 3 512 97 693
2013 796 75 15 2 781 98 1065
2014 633 80 24 4 609 96 793
2015 602 77 27 4 575 96 777
2016 1071 80 57 5 1014 95 1347
2017 1019 87 12 1 1007 99 1176
2018 1288 87 10 1 1278 99 1488
Celkem 8443 80 308 4 8135 96 10554
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Pocty a podily klistat testovanych, pozitivnich a negativnich na ehrlichiézu jsou

uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 21 Ehrlichidza

Ehrlichiéza
Rok testovano pozitivni negativni celkem
pocet % pocet % pocet % zdznam{
2008 457 49 20 4 437 96 932
2009 244 32 7 3 237 97 771
2010 181 29 4 2 177 98 623
2011 196 22 4 2 192 98 889
2012 247 36 5 2 242 98 693
2013 379 36 4 1 375 99 1065
2014 764 96 16 2 748 98 793
2015 752 97 20 3 732 97 777
2016 1300 97 27 2 1273 98 1347
2017 1113 95 28 3 1085 97 1176
2018 1421 95 18 1 1403 99 1488
Celkem 7054 67 153 2 6901 98 10554
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Pocty a podily klistat testovanych, pozitivnich a negativnich na babeziézu jsou

uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 22 Babesioza

Babesidza
Rok testovano pozitivni negativni celkem
pocet % pocet % pocet % zdznam(

2008 0 0 0 - 0 - 932
2009 116 15 8 7 108 93 771
2010 63 10 1 2 62 98 623
2011 73 8 9 12 64 88 889
2012 53 8 3 6 50 94 693
2013 82 8 9 11 73 89 1065
2014 78 10 8 10 70 90 793
2015 99 13 11 11 88 89 777
2016 169 13 12 7 157 93 1347
2017 212 18 5 2 207 98 1176
2018 256 17 9 4 247 96 1488

Celkem 1201 11 75 6 1126 94 10554
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Pocty a podily klist’at testovanych, pozitivnich a negativnich na bartonelézu jsou

uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 23 Bartoneloza

Bartoneléza
Rok testovano pozitivni negativni celkem
pocet % pocet % pocet % zaznam(
2008 0 0 0 - 0 - 932
2009 111 14 0 0 111 100 771
2010 60 10 0 0 60 100 623
2011 72 8 0 0 72 100 889
2012 52 8 1 2 51 98 693
2013 79 7 1 1 78 99 1065
2014 66 8 2 3 64 97 793
2015 85 11 1 1 84 99 777
2016 113 8 6 5 107 95 1347
2017 103 9 0 0 103 100 1176
2018 103 7 1 1 102 99 1488
Celkem 844 8 12 1 832 99 10554

Bartonel6za byla v rdmci testovanych klist'at zjiSténa pouze minimalné.
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Pocty a podily klistat testovanych, pozitivnich a negativnich na tularémii jsou

uvedeny V nasledujici tabulce.

Tabulka 24 Tularémie

Tularémie
Rok testovano pozitivni negativni celkem
pocet % pocet % pocet % zaznamu
2008 0 0 0 - 0 - 932
2009 0 0 0 - 0 - 771
2010 0 0 0 - 0 - 623
2011 0 0 0 - 0 - 889
2012 0 0 0 - 0 - 693
2013 0 0 0 - 0 - 1065
2014 56 7 0 0 56 100 793
2015 81 10 2 2 79 98 777
2016 111 8 5 5 106 95 1347
2017 98 8 0 0 98 100 1176
2018 98 7 0 0 98 100 1488
Celkem 444 4 7 2 437 98 10554

Tularémie byla v ramci testovanych klist'at pouze u 7 vzorki.

Pocty a podily klistat testovanych, pozitivnich a negativnich na neoehrlichiézu jsou

uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 25 Neoehrlichioza

Neoehrlichiéza
Rok testovano pozitivni negativni celkem
pocet % pocet % pocet % zaznamU
2008 0 0 0 - 0 - 932
2009 0 0 0 - 0 - 771
2010 0 0 0 - 0 - 623
2011 0 0 0 - 0 - 889
2012 0 0 0 - 0 - 693
2013 0 0 0 - 0 - 1065
2014 0 0 0 - 0 - 793
2015 0 0 0 - 0 - 777
2016 0 0 0 - 0 - 1347
2017 0 0 0 - 0 - 1176
2018 103 7 6 6 97 94 1488
Celkem 103 1 6 6 97 94 10554
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Neoehrlichioza byla testovana pouze v roce 2018, kdy byla zjisténa v 6 ze 103

testovanych klist’at, tj. v 6 % piipada.

Tabulka 26A4bsolutni pocet pozitivnich testii

©
© © ] 0
Rok S B8 S g S & E
2 = 2 = 3 5 E o
o L -} ]
2
2008 71 6 20 0 0 0 0
2009 47 24 7 8 0 0 0
2010 63 15 4 1 0 0 0
2011 145 29 4 9 0 0 0
2012 121 16 5 3 1 0 0
2013 151 15 4 9 1 0 0
2014 111 24 16 8 2 0 0
2015 80 27 20 11 1 2 0
2016 52 57 27 12 6 5 0
2017 74 12 28 5 0 0 0
2018 74 10 18 9 1 0 6
Celkem 989 308 153 75 12 7 6
Tabulka 27 Podil pozitivnich v ramci testovanych
« o S
Rok T ;% 8 S 2 S = E
S < S = 3 £ E s
2 5 : 5 E g
2
2008 8 1 4
2009 7 4 3 7 0
2010 11 3 2 2 0
2011 17 4 2 12 0
2012 18 3 2 6 2
2013 15 2 1 11 1
2014 14 4 2 10 3 0
2015 11 4 3 11 1 2
2016 4 5 2 7 5 5
2017 7 1 3 2 0 0
2018 5 1 1 4 1 0 6
Celkem 10 4 2 6 1 2 6
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Podil pozitivnich vysledki
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—&— Klisfova encefalitida
—o— Ehrlichiéza
—— Babesioza
Obrdzek 12Podil pozitivnich vysledki
V ramci testovanych klistat na jednotlivé nemoci byl nejvyssi podil pozitivnich
vysledkii u borelidzy, a to predevsim v letech 2011 a 2012. Po roce 2012 nasledoval
pokles a v letech 2016-2018 uz se podil pozitivnich vysledkl na boreliézu pohyboval na
urovni podilli pozitivnich vysledki u ostatnich onemocnéni: klistové encefalitidy,
ehrlichiézy a babeziozy. Druhy nejvyssi podil pozitivnich vysledki méla babesioza, a to
predevsim v letech 2011-2015. V letech 2016-2018 podil klesl na uroven ostatnich
onemocnéni. Klistova encefalitida méla v obdobi 2008-2018 mirn¢ vyssi podil

pozitivnich vysledkl nez ehrlichidza.
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Tabulka 28Celkové zastoupeni stadii v jednotlivych mésicich

Mési larva nymfa dospélec neurceno Celkem
ésic
pocet % pocet % pocet % pocet %
Leden 0 63 3 37 0 0 8
Unor 0 4 57 2 29 1 14 7
Brezen 1 2 50 76 15 23 0 0 66
Duben 27 4 488 75 130 20 4 1 649
Kvéten 133 7 1451 72 424 21 2 0 2010
Cerven 204 7 1994 67 750 25 9 0 2957
Cervenec 204 10 1377 68 438 22 6 0 2025
Srpen 219 17 794 63 249 20 4 0 1266
Zari 99 11 576 63 238 26 3 0 916
Rijen 33 6 356 64 162 29 1 0 552
Listopad 2 2 61 66 29 31 1 1 93
Prosinec 0 0 2 40 3 60 0 0 5
Celkem 922 9 7158 68 2443 23 31 0 10554
Podil larev, nymf a dospélcti na vSech vySetfenych klistatech dle mésice
80
70 t
60 t
50 t
40 t 1
X —— larva
30 1 -2 nymfa
20 | | —— dospélec
10 + M/@/\&\\e\@
0 L
-10

Leden Biezen Kwdten Cervenec  Zaii Listopad
Unor Duben  Cerven  Srpen Rijen  Prosinec
Obrazek 13 Jednotliva stadia a mésice v roce
Udaje v lednu, tnoru a prosinci jsou odvozeny z nizkého poctu testovanych klist’at,

nema smysl nad nimi uvaZovat.

Nejvyssi podil mezi testovanymi kliStaty maji nymfy, jejichz podil byl v obdobi
2008-2018 nejvyssi v bieznu, poté mirné klesal az do srpna a poté do listopadu priblizné
stagnuje. Podil dospélct v ramci testovanych klistat je od bfezna do srpna pfiblizné
konstantni, poté do listopadu mirn¢ roste. Podil larev od bfezna do srpna mirné roste,

poté do listopadu klesa.
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Tabulka 29 Kontingencni tabulka a chi-kvadrat test - Borelioza

Chi-kvadrat test Boreliéza
p-hodnota: 0,000 pozitivni negativni Celkem
n % n % testovano
Stadium larva 30 3 851 97 881
nymfa 643 9 6206 91 6849
dospélec 314 13 2017 87 2331
celkem 987 10 9074 90 10061

P-hodnota a chi-kvadrat testu byla nizsi nez 0,05. Na hladin€ vyznamnosti 0,05
byla prok4zdna zavislost vysledku testu na boreliozu na stadiu kliStéte. V ramci
dospélct bylo 13 % pozitivnich testd, v rdmci nymf 9 % pozitivnich testl a v rdmci

larev 3 % pozitivnich testa.
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7000 6206; 91%

851; 97% - Q0
1000 30 3% 643; 9%

Pozitivni  Negativni Pozitivni  Negativni

larva nymfa
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~
o
o
o

2017, 87%

1000 314; 13%

Pozitivni  Negativni

dospélec

Obrazek 14Borelioza

Tabulka 30Kontingencni tabulka a chi-kvadrt test — Klistova encefalitida

Chi-kvadrat test Klistova encefalitida
p-hodnota: 0,000 pozitivni negativni Celkem
n % n % testovano
Stadium larva 6 1 753 99 759
nymfa 100 2 5611 98 5711
dospélec 128 7 1823 93 1951
celkem 234 3 8187 97 8421

P-hodnota a chi-kvadrat testu byla nizsi nez 0,05. Na hladin€ vyznamnosti 0,05

byla prokazana zdvislost vysledku testu na klisStovou encefalitidu na stadiu klistéte.
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Zavislost je dana pfedevSim vysSSim podilem pozitivnich testl u dospélct (7 %) ve

srovnani s larvami (1 %) a nymfami (2 %).

KHst'ova encefalitida
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Obrazek 15Klistova encefalitida

Tabulka 31 Kontingencni tabulka a chi-kvadrat test - Ehrlichioza

Chi-kvadrat test Ehrlichiéza
p-hodnota: 0,007 pozitivni negativni Celkem
n % n % testovano
Stadium larva 6 1 600 99 606
nymfa 98 2 4738 98 4836
dospélec 48 3 1536 97 1584
celkem 152 2 6874 98 7026

P-hodnota a chi-kvadrat testu byla nizs$i nez 0,05. Na hladin¢ vyznamnosti 0,05
byla prokdzana zavislost vysledku testu na ehrlichiéozu na stadiu klistéte. V ramci
dospélcii byly 3 % pozitivnich testil, v ramci nymf 2 % pozitivnich a v rdmci larev 1 %

pozitivnich testa.
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Tabulka 32Kontingencni tabulka a chi-kvadrit test - Babesioza

Chi-kvadrat test Babesidza
p-hodnota: 0,028 pozitivni negativni Celkem
n % n % testovano
Stadium larva 5 5 95 95 100
nymfa 41 5 767 95 808
dospélec 27 9 260 91 287
celkem 73 6 1122 94 1195

P-hodnota chi-kvadrat testu byla nizsi nez 0,05. Na hladiné vyznamnosti 0,05 byla

prokazana zavislost vysledku testu na babezidzu na stadiu klistéte. Zavislost je déna

predevsim vyssim podilem pozitivnich test u dospélct (9 %) ve srovnani s larvami

(5 %) a nymfami (5 %).
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Obrazek 17Babesioza

Tabulka 33 Kontingencni tabulka a chi-kvadrat test - Bartoneldza

Chi-kvadrat test Bartoneléza
p-hodnota: - pozitivni negativni Celkem
n % n % testovdno
Stadium larva 2 3 63 97 65
nymfa 7 1 565 99 572
dospélec 3 1 200 99 203
celkem 12 1 828 99 840

Vzhledem Kk nizkému podilu pozitivnich testi zavislost nemohla byt testovana.

O zavislosti ¢i nezavislosti v tomto piipade nelze rozhodnout.
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Tabulka 34Kontingencni tabulka a chi-kvadrat test - Tularémie

Chi-kvadrat test Tularémie
p-hodnota: - pozitivni negativni Celkem
n % n % testovano
Stadium larva 2 6 33 94 35
nymfa 3 1 307 99 310
dospélec 2 2 94 98 96
celkem 7 2 434 98 441

Vzhledem K nizkému poctu pozitivnich testd zavislost nemohla byt testovana.

O zavislosti ¢1 nezavislosti nelze rozhodnout.
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Tabulka 35 Kontingencni tabulka a chi-kvadrdt test - Neoehrlichioza

Chi-kvadrat test

Neoehrlichiéza

p-hodnota: - pozitivni negativni Celkem
n % n % testovano
Stadium larva 0 0 11 100 11
nymfa 5 6 77 94 82
dospélec 1 10 9 90 10
celkem 6 6 97 94 103

Vzhledem k nizkému podilu pozitivnich vysledkd zavislost nemohla byt testovana.

O zavislosti ¢i nezavislosti v tomto piipade nelze rozhodnout.
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Vysledky vyskytu hlasenych onemocnéni jsou vetejné piistupné na internetovych

strankach SZU EPIDAT. Od 1. 1. 2018 Statni zdravotni tUstav piesel na novy

informacni systém ISIN. Hlaseni infekénich onemocnéni je dulezité pro kontrolu Sifeni

infekci v Ceské republice. Z pfenosnych nemoci od klistat se hlasi pouze klistova

encefalitida, borelidza a tularémie.
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Obrazek 21 SZU-EPIDAT - Boreliéza

Nejéastéji vyskytujicim se onemocnénim je dle dat ze SZU borelidza. Dle proloZeni

pomoci linedrni regresni funkce nebyl zjistén ani rostouci, ani klesajici trend. Dochézi

spiSe ke kolisani okolo 4000 ptipadii rocné.
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Klist'ova encefalitida 2008-2018
klist'ova encefalitida = 694,4364-12,3455*X
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Obrézek 22SZU-EPIDAT klistova encefalitida

Druhym nejéastéji se vyskytujicim onemocnénim je dle dat ze SZU klistova
encefalitida. Prolozeni pomoci linedrni regresni funkce ukazuje mirny klesajici trend.
Toto proloZeni je ale potieba vnimat pouze orientaéné, nebot’ v letech 2014-2015 byl
pocet piipadu klistové encefalitidy nejnizsi, ale poté doslo ke zlomu v trendu, kdy
v obdobi 2015-2018 dochazi k ristu, ktery postupné zpomaluje.

Tularémie 2008-2018
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Obrazek 23 SZU - EPIDAT  Tularémie

Vyskyt tularémie lze dle linearniho trendu charakterizovat mirnym poklesem. Do
odhadu trendu pomoci linedrni regresni funkce nebyla zapocitana extrémni hodnota

v roce 2008.

Vyskyt nakazenych klist’at v jednotlivych krajich ukazuji dalsi dva grafy (Obrazek
24Vyskyt infikovanych klistat v jednotlivych krajich 1. a  Obrazek 25Vyskyt
infikovanych klist'at v jednotlivych krajich I1.). Tyto statistické udaje laboratot Protean

prubézné aktualizuje na svych webovych strankach.
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Na grafech je znazornén vyskyt nakaZenych klistat Lymeskou boreliézou, virusem
klistové encefalitidy, ehrlichii a babesii. Nejvyssi vyskyt klist'at pfenasejicich lymeskou
borelidzu je prokazan v Libereckém kraji, kdezto pocet klistat pozitivnich na virus
klistové encefalitidy byl nejvyssi v kraji Pardubickém a Jihomoravském. Rod Babesia
byl prok4zan nejcastéji v kraji Stfedoceském a Jihomoravském. Vyssi vyskyt rodi

Ehrlichii v kraji Olomouckém.

Podle primérného vyskytu jednotlivych patogent v jednotlivych krajich, vyplyva,
ze nejvice nakazenych klistat je pfitomno v Olomouckém kraji. S nejniz§im pritkazem

infikovanych klistat se setkavame v kraji Usteckém.
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Obrazek 25Vyskyt infikovanych klistat v jednotlivych krajich 1.
(Grafy dostupné na klisté.cz)
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5 Diskuze

Cilem praktické casti byla izolace DNA ¢i RNA a néslednd detekce nékterého
zZ patogenti pomoci metody PCR. Pfi praktickych ¢innostech jsem pracovala s 65 vzorky
klist'at. Nejprve predchazela izolace DNA, pii vySetfeni TBEV izolace RNA (5 vzorkt).
Pfi jedné z analyz doslo k poruse cykleru, a analyza tudiz nebyla dokoncena. Jednalo se
o 6 vzorkl. 59 vzorkl bylo vysetieno metodou PCR/RT-PCR. Po téchto analyzach byla
u 2 vzorkl zjiSténa piitomnost Borrelia burgdorferi, u jednoho vzorku se podafila
prokazat Babesia. Posledni pozitivni pfitomnost byla potvrzena u vzorku s Ehrlichia
phagocytophila. 7 % klistat bylo tedy infikovanych nékterymi z detekovanych

patogend.

Laboratof za 10 let své existence provedla vySetfeni u 10 554 klistat. Podle dat
laboratote byla provedena statistika, ze které vychazi, ze nepocetnéjsim onemocnénim
je borelioza. Borelidza za 10 let od zalozeni laboratofe byla prokazana 3x castéji nez
klitova encefalitida. Podle dat SZU, kdy je hlaseno kazdoro¢nd okolo 4000
onemocnéni boreliézou a okolo 620 ptipadd klistové encefalitidy, je vyskyt borelidozy
témer 7 ndsobny.

Vyskyt ehrlichidzy se vyrazné zvysil v letech 2014-2017, v roce 2018 vyskyt klesl.
Babesidza byla potvrzena za 9 let u 75 vzorkd, nejvétsi vyskyt byl v obdobi 2015-2016.

Mezi dalsi vySetfované onemocnéni patii bartoneldza, ktera se zacala testovat
vroce 2009, prvni pozitivni vysledek pfinesl az rok 2012. Za 7 let z celkem 844

testovanych klist'at byla potvrzena Bartonela u 12 vzorkd.

V roce 2014 zacala laboratof s testy na prukaz tularémie. Mezi 444 testovanymi
vzorky se objevil ptuvodce u 7 z nich. Z toho 5 potvrzujicich prukazi probéhlo v roce
2016.

Nové v roce 2018 byly prokazany ptiivodci neoehrlichiézy. Prokazany byly u 6 ze
103 testovanych klist’at.
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6 Zaver

Pfi vypracovani této bakalarské prace jsem se snazila popsat onemocnéni
zpusobené klistaty. Onemocnéni, kterymi se zabyvam v teoretické casti, jsou
detekovana Vv laboratofi pod vedenim docenta Buryska, kde jsem vykondvala praktickou
¢ast. U metodiky jsem usilovala o zpfehlednéni metody vyuzité v praxi. Pii praci
Vv laboratofi jsem byla ptfekvapena kolik lidi dba na své zdravi a posild preventivné
odstranéné klisté na vySeteni. To je vidét na mnozstvi vySetfenych klistat, které za 10
let ¢ini pfes 10 000. Pfi porovnani vysledkii mizeme vyhodnotit, ze podil pozitivnich
klist’at se za toto obdobi rapidné nezvysuje ani nesniZzuje. Za konzultaci pfi statistickém

zpracovani dékuji panu magistru Zdrazilovi.

Zjisténé vysledky mohou byt pfinosem nejen pro firmu Protean. Pro stanoveni
Cetnosti vyskytu v jednotlivych okresech neni jesté dostatené mnozstvi dat pro
statistické zpracovani. Bylo by dobré, kdyby se podatilo v dalSich letech vice dbat na
oblasti pfenosu. Takové mnozstvi vysledkd a dalSich vysledkd, které piibudou, by si
zaslouZilo hlubsi vyzkumné Setfeni, jez by vzalo v Givahu i dalsi fakta a ukazatele. Snad
tato prace zaujme nckteré z kolegii ¢i kolegyn a budou pokracovat v této vyzkumné

praci.
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8 SEZNAM ZKRATEK

APC

ATB

cDNA
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CSD

DNA

ELFO

KE

k. 0.

LB

LGE

LME

PCR

RNA

RT-PCR

antigen prezentujici bunka

antibiotika

komplementarni deoxyribonukleova kyselina
centralni nervova soustava

nemoc z kociciho skrabnuti — catscrach dinase
deoxyribonukleova kyselina

elektroforza

klistova encefalitida

klinicky obraz

lymeska borelidza

lidska granulocytarni ehrlichioza

lidskd monocytarni ehrlichiza
polymerazova fetézova reakce

ribonukleova kyselina

reverse-transcription polymerase chain reaction
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