JihoCeska univerzita v Ceskych Budéjovicich

Prirodovédecka fakulta

Klist’ata jako potencialni prenaseci
mikrosporidii

Bakalafska prace

Michaela Fibigerova

Skolitel: RNDr. Bohumil Sak, Ph.D.

Skolitel specialista: Ing. Nikola Holubova, Ph.D.

Ceské Budgjovice 2023



Fibigerova, M., 2023: Klistata jako potencialni pfenaseci mikrosporidii. [Ticks as a
potentional vectors of microsporidia. Bc. Thesis, in Czech], 39 pp., Faculty of Science,

University of South Bohemia, Ceské Budg&jovice, Czech republic.

Anotace

Microsporidia are unicellular parasites that are primarily transmitted by contaminated
water or food. Microsporidia are found in all organ systems of their host and cause various
pathologies. The aim of this study is to describe another possible mode of transmission -

transmission by blood sucking vectors, namely ticks.

Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem autorem této kvalifikacni prace a Ze jsem ji vypracoval(a) pouze s

pouzitim prament a literatury uvedenych v seznamu pouzitych zdroji.

V Ceskych Budgjovicich, 12.4.2023

Michaela Fibigerova



Podékovani

Timto bych chtéla podékovat predevsim svému skoliteli RNDr. Bohumilu Sakovi, Ph.D.
za odborné vedeni mé prace, pomoc pii psani a trpélivost, a své Skolitelce-specialistce Ing.
Nikole Holubové¢, Ph.D. za trpélivost u praktickych dovednosti a pomoc se zpracovanim
vysledkt. Také bych chtéla zanechat diky kolektivu Laboratoie veterinarni a medicinské

protistologie za piijemnou atmosféru béhem prace a také za sbér vzorkli pro mou praci.

Dale bych chtéla podékovat svym nejbliz§im za podporu béhem celého studia.

Prace je soucasti programu Laboratofe veterindmi a medicinské protistologie,

Parazitologického ustavu, BC AV CR,v.v. i

Tato prace byla finan¢né podpofena grantovym projektem GACR 20-10706S
(fesitel RNDr. Bohumil Sak, Ph.D.)



| 6 Y/ © ) B USRS 6
L1 MIKEOSPOTIAIC .oevieeeiieeiiee ettt e e e et et eeaaeeetaeeesnaeeensaeesnneeenns 6
LIl HISTOTIC ettt sttt sttt et 6
1.1.2 Morfologie a vyvojovy CYKIUS .....ccovriiiiiiiiiieieceeeeee e 7
1.1.3  Ptenos MiKroSpOridil.......ccceerieeriienieeiiieiieeieesie et 8
1.1.4 MIKIOSPOTIAIOZA ....ccuveeniieeiiieiieeieeie ettt ettt e e 9
1.1.5  Encephalitozoon SPP. ...c.coccueeeueeeieeiiieeieeiieeee et ete et vea e ennees 10
1.1.5.1 Encephalitozoon cuniculi (Levaditi, Nicolau et Schoen, 1923)........... 10

L2 KIESTALA ..ooeiiiieiiietieece ettt sttt 10
1.2.1  Taxonomie a MOTTOlOZIC .......ccureriiieiiiieciie ettt 10
1.2.2  Zivotni cyklus tvrdych KISt .........o.oveieeeeeeeeeeeeeeee e 11
1.2.3  KIisté jako vektor patogentl..........ccueeeueeeeiieeniieeiee e eee e eaee e 12
1.2.4  Patogeny prendSené KIStaty.........ccceeciieriiiiiiieeiee e 12
1.2.4.1  Anaplasma phagocytophiltum .................ccoueeeeueeeeceeeeeiieeeiiieecieeecee e 12

1.2.4.2  Borrelia burgdorferi sensu lato.........c.cccecvveeviiieriieeiieeecieeceeeeee e 12

1.2.4.3  Vir klistové encefalitidy .........ccceviieiiiiiiiiieiiecieeeccee e 13

1.2.4.4  RiCKEIISIA SPP.-vveereareeeieeitieeieeieesiteeeteesiteeteesseesnseeseesseenseesnseenseesaseens 13

1.2.4.5  BaDESIA SPP. wevveeeeeaiieeiieeieeeee et ette ettt te et e steetaeebeenaeesaeesaenaraens 13

1.2.5  IXOAES FICIIUS ..ottt ettt e e 13
1.2.6  Dermacentor retiCULQIUS ............c..cccueeeeeeeuieeeieiieeieesiieeieesiee e eeiee e e 14

2 CILE PRACE ...ttt 15
3 MATERIAL A METODY ...covvvtumiimiieiieiseesssssseessssssssssesssesssesssesssessssssons 16
3.1  Prevalence mikrosporidii v kKliStatech...........cccccuveeviieeiiiiiiiiieeeeeeeeee, 16
T8 O O (] - 1 TSR T 16
3.1.2  Izolace DNA Z KIStAt ....cc.eoiiiiiiiiieeee e 16
3.1.2.1 Piiprava vzorkil KIiStat..........ccceeveriieiiiiiie e 16



3.1.2.2 1701aCE DNA ZE€ VZOTKTU ..cevveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenenes 16

3.1.3  Polymerazova ret€Zova reakCe ........oovueriierieeiieieeieeieeieeiee e 17
3.1.4  Gelova eleKtroforéza ..........ooveriiiiiiiiniiniieceeee e 18
315 1Z0laC@ Z GRIU...coiiiieiieeeee e 19
3.1.6  Sekvenace a fylogenetické analyzy...........ccccoeeeevireiieniiniiieiecieeeeee 20
3.1.7  Kvantitativni Real Time PCR .........cccccooiiiiiiiiee 20
3.2 Experimentalni pfenos miKroSporidii........cccceeeecveeeiieeeriieeiiieeiee e 21
0 B\ 7 DO TSP 21
3.2.1.1  Spory miKroSporidil........cccceereuireriieeiiieeiiie e 21
3.2.2  KISTALA....eetieieeiieeee ettt et eee e 22
3.2.2.1 Design eXPeriMeENtli........cccueeeeureerrreerieeerieeesreeesreesssreesssseessseeessesessnes 22
4 VYSLEDKY w.ooouiiiiiieiseeissieseessesasesssesss sttt 24
4.1  Vyskyt mikrosporidii v KliStatech..........cccecieviiiiiiiniiiiieieee e, 24
4.2 Experimentalni pfenos miKrosporidii..........ccoceevervuirieneniienienenieneecceneenn 26
5 DISKUZE ...ttt ettt ettt sb et 28
6 ZAVER ..ottt 31
7 REFERENCE......cooiitiiiee ettt sttt s 32



1 UVOD

KIlist¢ je velmi rozSifeny ektoparazit, ktery dokaze ptrendset celou Skalu patogentu
zpusobujicich rtiznorodd onemocnéni, a to diky zptsobu parazitovani, pti kterém dochdzi k
interakci s krvi hostitele. Mimo jiné, kliSt€ neni vyhradné sav¢i parazit a diky Zivotnimu cyklu,
vyzadujicimu sani az na 3 rGznych hostitelich, predstavuji klistata potencionalniho kandidata

pro pienos mikrosporidii.

Mikrosporidie jsou jednobunééni obligatni paraziti, ktefi pfi snizené imunité hostitele
dokézou zpisobovat onemocnéni zvané mikrosporididza. Diky unikatnim schopnostem se
Sifit, napt. pomoci vody ¢i potravy, a prezivat v riiznych podminkach, jsou mikrosporidie
velmi rozSifenym parazitem. Diky Sirokému hostitelskému spektru a patogenité riiznych druhti
mikrosporidii, maji na svédomi nemalé Skody v chovatelstvi, at’ uz ¢lenovct, ryb nebo savct.
Kvili omezenému povédomi o existenci téchto parazitl v huméanni mediciné a nemocech,

které zptisobuji, dochézi ¢asto k nespravné diagndze a s tim spjaté i nespravné 1écbé.

Teoretickym cilem této prace je obeznameni se s obéma parazity pro lepsi pochopeni

problematiky.

Praktickym cilem je zjiSténi potencidlniho vyskytu mikrosporidii v klistatech a

experimentalni oveéfeni schopnosti klist'at prenést mikrosporidie.

1.1 Mikrosporidie

Mikrosporidie jsou obligatni, eukaryotni jednobunééni intracelularni paraziti zatazeni do
kmene Microsporidia spadajiciho do fiSe Opisthokonta (Adl et al., 2005). Celkem bylo
popsano vice nez 1700 druhti roziazenych do 220 rodd (Han et al., 2021). Mikrosporidie
dokédzou infikovat Siroké spektrum zivocichii, diky ¢emuz se stavaji vyznamnymi Skiidci
v hospodarsky vyznamnych chovech bezobratlych a obratlovcii. U ¢lovéka pak mizeme najit

az 17 druht mikrosporidii (Fadhilah et al., 2022).

1.1.1 Historie
Zhruba pied 150 lety byl objeven prvni druh mikrosporidii (Nosema bombycis), ktery u
bource moruSového (Bombyx mori) zpuisoboval onemocnéni Pébrine, jenz se projevovalo

nacernalymi skvrnami na vajickach a housenkéch tohoto motyla (Nageli, 1857). Nejprve byly



samotnym objevitelem Carlem Wilhelmem von Négeli mikrosporidie zafazeny do skupiny
Schizomycetes mezi bakterie a kvasinky (Ndgeli, 1857). Poté v roce 1882 byly mikrosporidie
uznany jako protista spadajici do Cridosporidia pattici do skupiny Sporozoa z davodu
postradani urcitych znakt skupiny Schizomycetes (Balbiani, 1882). Po vice nez 100 letech
byly mikrosporidie popsany jako primitivni eukaryotni organismy a diky tomu byly zatazeny
do skupiny Archezoa (Cavalier-Smith, 1983), ale vroce 2008 byly reklasifikovany jako
skupina spadajici do fiSe hub (Fadhilah et al., 2022). Nyni se spekuluje o jejich pfesnéjSim
zafazeni, protoze stale neni prokazano, zda-li s kmenem Aphelida a druhem Rozella spp.
netvoii sesterskou skupinu hub Cryptomycota, nebo jestli je jejich zafazeni v tisi hub spravné

(Park & Poulin, 2021).

1.1.2 Morfologie a vyvojovy cyklus
Zivotni cyklus mikrosporidii se skladé ze tiech fazi. Cely cyklus za¢ina infekéni fazi, kde
v prvnim kroku dojde k digesci nebo vdechnuti spory, kterd ve vhodnych podminkéch za¢ne
nabyvat na objemu, kdy se pomoci rozkladu molekul disacharidu trehal6zy na monomery
glukozy (Undeen & Meer, 1999) zacne zvySovat osmoticky tlak uvnitf spory, zvysi se piijem
vody pro podporu pretlakovani spory, jenz vyvrcholi prolomenim kotevniho disku a
vymrs§téni polové trubice, pomoci které pak spora pienese sviij infekéni obsah (sporoplasmu)

do hostitelské bunky (Han et al., 2022).

Po dokonceni procesu prenosu dochézi k druhé fazi, a to k proliferacni vegetativni fazi
(merogonii), kde se sporoplasma méni na jednoduchy utvar meront, u kterého nejprve dochézi
k jadernému mnozeni a rastu, poté se rozd¢€li na dcefiné builkky (merozoity) (Han & Weiss,

2017; Keeling & Fast, 2002). Meronty se poté¢ méni ve sporonty, které se mohou dale délit.

V posledni fazi (intraceluldrni sporogonie) ze sporontdl vznikaji sporoblasty a néasledné
ze sporoblastli vznikaji diferencované spory. Dochdzi k tvorbé organel typickych k této fazi
zivotniho cyklu, a to kotviciho disku, vakuoly a polové trubice, k zesileni plazmatické
membrany a zhusSténi cytoplazmy. Pfi dokonéeni dozravani spor dochazi k nartstu tlaku
v hostitelské butice, nacez jeji cytoplazmatickd membrana praska a dojde k uvolnéni spor do

okolniho prostfedi hostitelské buniky (Han & Weiss, 2017; Keeling & Fast, 2002).
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Obrazek 1: Spora mikrosporidie (Desportes-Livage, 2000; upraveno).

1.1.3 Prenos mikrosporidii
NejcastéjSim prenosem mikrosporidii je pienos vodou, ve které jsou schopny spory
dlouho prezivat (Fayer & Santin-Duran, 2014). Kontaminace vody miize byt zapiic¢inéna
pomoci moc¢i nebo vykalt infikovanych zvitat nebo lidi, v nichZ jsou mikrosporidie obsazeny.
Konzumace kontaminované vody byla pfi¢inou dokumentované epidemie mikrosporididzy
zptsobené druhem Enterocytozoon bieneusi ve Svédsku, kdy se nakazilo 135 lidi (Decraene

etal., 2012).

Druhy nejc¢astéjsi zptisob je pfenos pomoci potravy, od Spatné tepelné oSetfeného masa
(Sak et al., 2019), ptres pasterované kravské mléko (Kvac et al., 2016; Lee, 2008) nebo syry
(Veckova et al., 2021) po ovoce, zeleninu a ovocné dzusy, listovou zeleninu nebo bobulovité
plody (Fayer & Santin-Duran, 2014; Jedrzejewski et al., 2007). Pfenos potravou byl zachycen
u n¢kolika pacienti s HIV (Didier et al., 2004).

Dalsi mozZnosti je zoonoticky ptenos piimym kontaktem s infikovanym zvifetem. Tento
zpiisob prenosu byl prokazan ve studii, kde pomoci sérologie byla zjiSténa piitomnost
mikrosporidii u ditéte, které zilo spole¢né¢ se Sténaty infikovanymi mikrosporidiemi rodu E.
cuniculi (Mclnnes & Stewart, 1991). Je zaznamenan i ptenos mikrosporidii E. bieneusi

z infikovanych morcat na 2 leté dit¢ (Cama et al., 2007).



Mozny je i pfenos vzduchem, kde dochéazi k vdechnuti spor v aerosolu (Han & Weiss.,
2017). Dale byl také zjistén pienos vertikalni (transplacentdrni) u nékterych druhii obratlovct
(Didier et al., 1998), a to u primatti (Snowden et al., 1998), kralikti (Baneux & Pognan, 2003),
hlodavct (Kotkova et al., 2018) ¢1 koni (van Rensburg et al., 1991).

1.1.4 Mikrosporidioza
Jedna se o onemocnéni zpiisobené mikrosporidiemi hlavné v ptipad¢€ snizené imunity,
ktera by mohla zabranit rozvoji infekce mikrosporidii. Pfitomnost mikrosporidii je primarné
spojovana s HIV infekci, zplisobujici prijem a malabsorpci zivin nebo pneumonii (Didier &
Weiss, 2006). Dalsi ohrozenou skupinou jsou pacienti po transplantaci organu, ¢i onkologicti

pacienti, ale infekce byla zachycena i u imunokompetentnich jedinci (Sak et al., 2011;

Talabani et al., 2010).

Priméarnim mistem vstupu mikrosporidii do téla hostitele je pfevazné gastrointestinalni
trakt, nicméné bylo zjiSténo, ze kromé zazivaciho traktu mohou napadat jakoukoliv organovou
soustavu. Proto je spektrum klinickych projevli mikrosporidiézy velmi Siroké, zavisi na
napadeném organu a zahrnuje sinusitidu, keratitidu, cholecystitidu, myositidu nebo
encefalitidu (Han et al., 2021). Projev infekce vSak také zalezi na druhu mikrosporidie, ktery

pak ovliviyje 1 prabeh infekce (Didier, 2005).

Klinickym ptiznakem infekce zplisobené nejcastéjsimi rody, Enterocytozoon bieneusi a
Encephalitozoon intestinalis, je prajem. Enterocytozoon bieneusi je typicky tim, Ze zpusobuje
lokalni infekci, pfedev§im v gastrointestinalnim traktu, ztidka i v dychacim systému. Druhy
rodu Encephalitozoon jsou schopny prekonat sténu stfeva a rozsiftit se do ostatnich tkéni a diky
tomu zpusobuji nefritidu, bronchitidu, hepatitidu, ¢i u pacientti s HIV systémovou infekci

(Weber et al., 1994).

Vyskyt mikrosporididozy mize byt ovlivnén i stavem imunity. Mezi rizikové skupiny patii
lidé s oslabenou imunitou, jako jsou diabetici (Waly et al., 2021), t€hotné zeny (van Gool et
al., 1997), cestovatelé (Miiller et al., 2001) a homosexualové (Orenstein et al., 1990). Vyskyt
mikrosporidii mize byt ovlivnén 1 profesi, vyssi prevalence byla objevena u pracovnikl na

jatkach (Halanova et al., 2003).



1.1.5 Encephalitozoon spp.
Rod Encephalitozoon je typicky tim, Ze se vSechny druhy tohoto rodu vyvijeji
v parazitoforni vakuole v cytoplazmé hostitelské bunky (Keeling & Fast, 2002). Do toho rodu
spadaji 3 druhy, E. intestinalis, E. cuniculi a E. hellem (Sak et al., 2011). Rod Encephalitozoon
se podafilo zachytit jak u imunodeficitnich, tak 1 u imunokompetentnich jedincti a jsou
schopny infikovat jakykoliv orgdnovy systém. Je znamo, ze jsou infek¢ni pfic¢inou keratitidy,

bronchitidy, sinusitidy, hepatitidy nebo diseminované infekce (Han et al., 2021).

1.1.5.1 Encephalitozoon cuniculi (Levaditi, Nicolau et Schoen, 1923)

K dne$nimu dni jsou zndmy 4 genotypy, které jsou rozdéleny podle mnozstvi opakovani
nukleotidové sekvence GTTT v ramci ITS sekvence genu kodujiciho malou ribosomalni
podjednotku rRNA (Didier et al., 1995): genotyp I, ktery byl objeven u kraliki 1 lidi (Ditrich
et al., 2011; Kimura et al., 2013), genotyp II objeven u mysi a pacientd s HIV (Mertens et al.,
1997; Perec-Matysiak et al., 2019), genotyp III nalezen u psi a prasat (Reetz et al., 2009;
Snowden et al., 2009) a genotyp IV objeven u kocek a také pacientii s HIV (Franzen et al.,
1995; Nell et al., 2014).

1.2 Klist’ata

Klistata jsou obligatni ektoparaziti, ktefi se zivi sdnim krve obratlovcl a diky tomu maji
schopnost prenaSet Siroké spektrum patogenti, ktefi dokazou zplsobit nemoci s fatdlnimi
nasledky jak u zvifat, tak i u lidi (Anderson & Magnarelli, 2008). Klist'ata jsou ptizpiisobena
k Zivotu v riznych teplotnich podminkach. Vyskyt klist'at se mapuje od subarktickych oblasti
az po tropické a subtropické. Mimo jiné, kliStéci kousnuti mize zptsobit alergickou reakci

nebo klistéci paralyzu (Anderson & Magnarelli, 2008).

Z vice nez 900 v soucasnosti popsanych druhti klist'at mé pro ¢lovéka medicinsky vyznam

asi 10 % (Estrada-Pefia et al., 2017).

1.2.1 Taxonomie a morfologie

KIisté je zatfazeno do kmene ¢lenovci (Arthropoda), podkmene klepitkaci (Chelicerata),

ttidy pavoukovci (arachnida), fadu roztoc¢i (Acarina) (Cupp, 1991).
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Klistata se rozdéluji do tii Celedi, Ixodidae (klistatoviti, tzv. tvrda klist'ata), Argasidae
(klistakoviti, tzv. mekka klistata) a Nuttalliellidae, u kterého je zatim znam pouze jeden druh,
Nuttalliella namaqua (Barker & Murrell, 2004), které¢ se mezi sebou lisi jak z biologické,
fyziologické 1 ekologické stranky. Diky témto evoluc¢nim rozdilim, je kazda celed’ schopna

prenaset rizné druhy patogenti (Beard et al., 2021).

Hlavni rozdil spoc¢iva v tom, ze Celed’ Argasidae postrada chitinizovany hibetni Stitek
(scutum), kterym Ixodidae disponuji, za to ale je télo jedinch Argasidae pokryto mekkou
kozovitou vrstvou (Cupp, 1991). Dal§im rozdilem mezi ¢eled'mi se povazuje doba sani na
hostiteli, ktera u ¢eledi Argasidae trva n€kolik minut az né€kolik hodin, kdezto u Ixodidae tato
doba trva az nékolik dni, protoze saji mnohondsobné vice krve (Anderson & Magnarelli,

2008).

Rozdil mizeme najit 1 mezi pohlavimi u celedi Ixodidae, a to v rozsahu chitinového
Stitku, ktery u samic pokryva jen jednu tietinu téla, kdy je zadecek tvoten tzv. alloscutulem a
umoziuje samici pii sani krve zvétsit objem téla. U samct Stitek pokryva celou délku svého

t&la (Cupp, 1991).

KIisté se sklada ze dvou casti, z capitula (hlavova ¢ast) na predni Casti téla, kde se pak
nachdzi hypostom, klepitka a makadla, a idiosomu (télni ¢ast), ze které vyriastaji koncetiny,
jejichz pocet se mize s riznymi stadii vyvoje ménit (nymfy a dospélci 4 pary, larvy 3 pary)

(Anderson & Magnarelli, 2008).

1.2.2 Zivotni cyklus tvrdych kli§tat
Klisté¢ béhem celého Zivotniho cyklu prochazi 4 vyvojovymi stadii a z toho 3 stadia
spadaji do aktivnich fazi. Kazda aktivni faze parazituje na hostiteli ur¢itou dobu. Je dilezité
si uvédomit, ze diky tomuto zpisobu vyvoje v dospélce je klisté schopno infikovat az 3 rizné

druhy hostitele (Heyman et al., 2010).

Prvni stadium klistéte je vykladené vajicko. Poté nastava prvni aktivni faze, larvalni, pti
kter¢ je klisté schopné parazitovat na hostiteli, pfevazné malych savcich a ptacich, po dobu 3-
5 dni (Norte et al., 2012). Po odpadnuti nastava metamorfoza, pii které se larva méni na nymfu.
Stadium nymfy téZ patii mezi aktivni faze a na hostiteli (vétsi savci) dokaze parazitovat 4-7
dni. Po dokonceni sani jedinec odpada a podstupuje metamorfézu v dospélého jedince, béhem

¢ehoz dochézi 1 k diferenciaci pohlavi. V dospélém stadiu uz dokaze parazitovat pouze
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samicka, a to pfevazné na vétsich savcich véetné ¢loveka, kde doba piisati trvda maximalné 11
dni. Zaroven zde dochdzi také k rozmnozovani, pficemz se samecek paruje s pfisatou
samickou (Vechtova et al., 2020). Po tspésném dokonceni sani samicka odpada a klade snasku

vajicek.

1.2.3 KIisté jako vektor patogenii
KIisté pro prisati k hostiteli vyuziva parové chelicery k roziiznuti vnéjsi pokozky, ¢imz
narusi sit’ kapilar. K pevnému uchyceni k hostiteli vyuziva hypostom se Zlabkem, ktery je
pokryt zpétnymi hacky, nacez je zlabek ohranicen chelicerami. Tento Utvar pak vytvari kanal,
kterym kliSté€ nasava krev hostitele, a zdrovei jej vyuziva pro vylucovani slin do krve hostitele,

pricemz tyto procesy se béhem piisati stiidaji (Richter et al., 2013).

Prenos nastava tehdy, kdy se patogenu podati dostat ze stfev klistéte do slin, pficemz je
toto umoznéno pomoci vyluCovani piebytecné vody ziskané z krve hostitele, kterd je poté
vylucovana spolu s latkami slouzici pro usnadnéni sani (napi. antikoagulanty, latky rozsifujici
cévy, latky zabranujici zanétlivé reakci) pres slinné zlazy do krve hostitele (Estrada-Pena,

2015; Ribeiro, 1995).

1.2.4 Patogeny prenaSené klist’aty

1.2.4.1 Anaplasma phagocytophilum
Jedna se o vnitrobunécnou obligatni gram-negativni bakterii zptsobujici lidskou
granulocytni anaplazmézu (HGA). HGA se Casto projevuje jako nespecifické onemocnéni
s horeckou se silnymi bolestmi hlavy a bolestmi svalii, obfasné je doprovazend vyrazkou.
Laboratorn¢ se projevuje jako leukocytopenie, trombocytopenie, zvySena koncentrace
jaternich enzymu s dal§imi abnormalnimi hodnotami. Ve vét§iné piipadii se nejedna o zdravi
ohrozujici onemocnéni a 1écba se provadi pomoci antimikrobidlni terapie, ve které je podavan

Rifampin (Rodino et al., 2020).

1.2.4.2 Borrelia burgdorferi sensu lato
Borrelia burgdorferi je spirochéta, tedy gram-negativni baktérie ve tvaru dlouhé spiraly,
ktera zptisobuje onemocnéni zvané Lymska borelioza. Onemocnéni se projevi po par dnech
az tydnech, a to bolesti hlavy, maléatnosti, bolesti svalii a ob¢asn¢ 1 horeckou. Laboratorné se

nemoc projevuje jen zvySenou rychlosti sedimentace erytrocytl a zvySenou koncentraci

12



jaternich enzymu. Ne vzdy se objevi typicka vyrazka a 1écba je provedena pomoci 1¢kti pfimo

na tuto nemoc (Rodino et al., 2020).

1.2.4.3 Vir kliSt'ové encefalitidy
Vir pienaSeny klistaty spadajici do celedi Flaviviridae zpisobujici klistovou
encefalitidu, kterd se projevuje pfiznaky pripominajicimi chfipku se stfidajicimi obdobimi
horecek a klidu, které pak v jedné tietin€ piipadi piechazi ve druhou fazi. V této fazi dochazi
k propuknuti onemocnéni jako encefalitida, meningitida nebo meningoencefalitida, pficemz
tyto nemoci mohou u pacienta zanechat dlouhodobé nasledky. NejlepSim zplsobem, jak
nemocem predejit, je oCkovani, protoze 1écba je jen podplirnd (Madison-Antenucci et al.,

2020).

1.2.4.4 Rickettsia spp.

Skupina gram-negativnich baktérii, kterd se déli na tii podskupiny podle toho, které
onemocnéni zplsobuji. Klistétem prendSend skupina je skupina zplsobujici skvrnitou
horecku. Kazdy druh v této skupin€ zpiisobuje jiny typ skvrnité horecky a projevy nemoci jsou
riznorodé, ale nékteré piiznaky maji stejné, a to horecka, bolest hlavy a tnava. U 1écby
(doxycyklin) je zésadni zachyceni nemoci v co nejCasnéjSim stadiu kvili piipadnym

celozivotnim nasledkim (Rodino et al., 2020).

1.2.4.5 Babesia spp.

Je skupina prvoki parazitujicich v erytrocytech zpiisobujici babeziozu, ktera se nejcastéji
projevuje bolesti hlavy, tinavou a bolesti svalii. Laboratorné se projevuje hemolytickou anémii
se zvySenou koncentraci jaternich enzymu. Lécba babezidzy zavisi na zdvaznosti onemocnéni,
kde se pro lehky az stfedni pribéh podava atovaquone a azithromycin, pro tézky pribch

clindamycin a quinin (Rodino et al., 2020).

1.2.5 Ixodes ricinus

Klisté¢ obecné parazituje na celém spektru hostiteld, rozdil mizeme najit pouze
v preferenci jednotlivych stadii zivotniho cyklu. Bylo vypozorovéano, Zze mladsi stadia
vyhledavaji spiSe mensi obratlovce, napt. ptaky, drobné savce nebo kopytniky, kdezto dospélé

stadium vyhledava vétsi obratlovce, napft. psy, skot apod. (Gray et al., 1992).
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Vyhledévaji vlh¢i oblasti a spiSe nizsi porosty, tudiz je jejich vyskyt orientovan do lesnich
porostl, luk nebo méstskych parkti, mozny je i vyskyt v jeskynich nebo hnizdech (Anderson

& Magnarelli, 2008).

1.2.6 Dermacentor reticulatus
Dermacentor reticulatus je zndm pro svou odolnost vii¢i nizkym teplotam, a proto jeho
aktivita byla zaznamenana i béhem zimnich obdobi. Tento druh dokéze také ptezivat pod
vodou, a to minimalné¢ mésic. V porovndni s rodem 1. ricinus je jejich vyvojovy cyklus
mnohem rychlej$i a téZ ma 3 aktivni stadia, ale na hostitelich nalézame spiSe dosp¢lé samice,
které¢ vyhledavaji stfedni az velké savce. Nejcastéji D. reticulatus ptenasi Rickettsia spp. Ci
viry zpusobujici klistovou encefalitidu nebo Omskou hemoragickou horecku. Vyhledava

spiSe nizsi a fidsi vegetaci, jako biehy jezer, louky nebo smisené lesy (Foldvari et al., 2016).
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2 CILE PRACE

1. Zpracovat literarni reSersi o tématu

2. Pomoci molekularnich metod vysetfit vzorky kliSt’at na ptitomnost mikrosporidii rodu

Encephalitozoon
3. Kvantifikovat mnozstvi spor v pozitivnich vzorcich pomoci gPCR
4. Vyhodnotit roli kliStat v §ifeni mikrosporidii

5. Vyvodit zavéry ze ziskanych dat v souvislosti s epidemiologii mikrosporidi6z
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3 MATERIALA METODY

3.1 Prevalence mikrosporidii v kliS’atech

3.1.1 Kilist’ata

Klistata byla sbirana dvéma zptisoby. Ve spolupraci s kolegy z Ustavu biologie
obratlovcii byla klistata ziskavana vlajkovanim v okoli Ceskych Budg&jovic a Valtic na jizni
Moravé. Druhym zpiisobem bylo ziskavani klistat od dobrovolnika, ktefi sbirali klist'ata
zraznych druht divokych a domaécich zvifat a cClovéka. Klistata byla umisténa do
uzaviratelnych zkumavek, byl uren druh klistéte, stddium vyvoje, u dospélcti pohlavi a druh

hostitele.

3.1.2 Izolace DNA z klist’at
DNA se z tkan¢ klistat izolovala pomoci komeréné dodavaného kitu DNeasy Blood &

Tissue Kit (Qiagen).

3.1.2.1 Piiprava vzorku klist'at
Pro lepsi extrakci DNA bylo nutné predem vzorky klist'at nafezat pomoci sterilni ziletky
na podloznim sklicku. Nakrdjeny vzorek byl opatrné vlozen do ptedpfipravené izola¢ni
mikrozkumavky obsahujici 200 pul ATL pufru, 4 zirkonové kulicky (2 mm), 1 sklenénou
kulicku (5 mm) a 0,5 ml sklenénych kuli¢ek (0,5 mm).

3.1.2.2 Izolace DNA ze vzorkii
Izola¢ni mikrozkumavky s nakrajenymi vzorky byly homogenizovany v beadbeateru
(MP Fast Prep®-24 Instrument) pii rychlosti 5,5 m/s po dobu 60 sekund. Poté bylo do
homogenizovanych vzorkl napipetovano 20 pl proteinazy K. Takto pfipravené vzorky byly
vloZeny na 1 hodinu do termobloku pfedehtatého na 56 °C, pticemz byly v prib¢hu pravidelné

promichéavany.

Po uplynuti jedné hodiny bylo do vzorkti napipetovdno 200 pl AL pufru a obsah
mikrozkumavek byl promichan pomoci vortexu. Poté bylo pfidano 200 pul 96% EtOH, vzorky
byly zvortexovany a centrifugovany (Eppendorf MiniSpin) po dobu 60 s pti 14 000 g. Vznikly
supernatant byl pfenesen na kolonu mikrozkumavky a zcentrifugovan po dobu 3 minut pfi

14 000 g.
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Obsah ve spodni ¢asti mikrozkumavky byl vylit, na kolonu bylo napipetovano 500 pl
AWI1 pufru a mikrozkumavky byly centrifugovany po dobu 60 s pii 14 000 g. Poté byl obsah
ve spodni ¢asti sbérné mikrozkumavky vylit a na kolonu bylo napipetovano 500 ul AW?2 pufru
a mikrozkumavky byly centrifugovany po dobu 60 s pii 14 000 g. Obsah spodni ¢asti sbérné
mikrozkumavky byl opét odstranén a mikrozkumavky byly centrifugovany po dobu 60 s pfi
14 000 g. Horni ¢ast s kolonou byla pfemisténa na ¢istou 1,5 ml mikrozkumavku, na kolonu
bylo napipetovano 200 ul AE pufru a nasledovala minutova inkubace pii laboratorni teplot¢.
Nasledn¢ byly mikrozkumavky centrifugovany po dobu 60 s pti 14 000 g. Nakonec byla horni

c¢ast kolony odstranéna a vyizolovana DNA byla skladovana pfti -20 °C.

3.1.3 Polymerizova retézova reakce
Nested polymerazova fetézova reakce (PCR) se sklada ze dvou po sob¢ jdoucich blok,
primarni a sekundarni reakce, kde kazdéa z nich ma své specifické primery (Tabulka I) a reakéni
smes se lisila pouZzitim primarniho PCR produktu v sekundérni reakci misto vyizolované DNA
(Tabulka IT). Nested PCR umoznila amplifikaci 5” konce genu velké ribozomalni podjednotky,
3" konce genu malé ribozomalni podjednotky a celé sekvence ITS (internal transcribed spacer)

(cca 320 bp, Katzwinkel-Wladarsch et al., 1996).

Tabulka I: Nukleotidové sekvence primerd Encephalitozoon spp.

Primérni primery (Katzwinkel-Wladarsch et al., 1996)

INT580F 5"-TGC AGT TAA AAT GTC CGT AGT -3’
INT580R 5'-TTT CAC TCG CCG CTA CTC AG - 3’

Sekundérni primery (navrzeny v LVMP)

MSP-6A 5"-ATG CTT AAGTCM AAG GGG T -3’
MSP-5A 5"- GTC GCT ATC TAA GAT GAC GC - 3’
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Tabulka II: Slozeni smési nested PCR

Reagencie Zasobni roztoky Primarni reakce Sekundarni reakce
deionizovana H,O - 35,10 pl 35,10 pl
MgCl, 25 mM 1,00 pul 1,00 pl
pufr 10x 5,00 pl 5,00 pl
dNTP's 10 mM 1,50 ul 1,50 pl
forward primer 10 uM 1,50 pl 1,50 pl
reverse primer 10 uM 1,50 ul 1,50 pl
BSA 10 mg/1ml 2,00 pl 2,00 pl
Taq 5U0/ul 0,40 pl 0,40 pl
DNA/PCR produkt — 2,00 pl 2,00 ul
Celkovy objem 50,00 pnl 50,00 nl

Do kazdé sady reakci byla zahrnuta pozitivni 1 negativni kontrola. Jako pozitivni kontrola
slouzila DNA E. cuniculi genotyp Il vyizolovana z tkanové kultury Vero E6 v koncentraci

1x10* spor na 1 ml.

Amplifika¢ni PCR program se skladal z pocatec¢ni denaturace pfi teploté 94 °C po dobu
3 min, 35 cykll (denaturace pfi teploté 94 °C po dobu 45 s, nasedani primert pfi teploté 58 °C
po dobu 45 s a syntézu nového fetézce pii teploté 72 °C po dobu 1 min), a syntézy nového

fetézce pii 72 °C po dobu 7 minut.

3.1.4 Gelova elektroforéza

Pomoci gelové elektroforézy byly ziskdny fragmenty DNA nutné k izolaci z gelu a byla
ovéfovana délka DNA fragmentl. K tomu byl pouzit 1% agardézovy gel, ve kterém bylo

obsazeno 0,00002 % ethidium-bromidu.

Podle stanovené¢ho poméru byla navazena agardza, kterd se smichala s 1x TAE pufrem
(10% vodny roztok 0,5 M EDTA, 24,2% vodny roztok Tris baze, 5,7% vodny roztok ledové
kyseliny octové, pH 8,00). Pomoci mikrovinné trouby byla tato smés v Erlenmeyerové baiice
zahtivana do Gplného rozpusténi agardzy v pufru. Nasledné byla batika s roztokem zchlazena
pod tekouci studenou vodou na teplotu cca 40 °C. Po zchlazeni byl do smési napipetovan
roztok ethidium bromidu a veskery roztok byl nalit do formy s vlozenymi ptisluSnymi
hiebeny. Po plném zatuhnuti byl gel vloZen do elektroforetické vany, ktera byla naplnéna 1%
TAE pufrem, a hifebeny byly vyjmuty. Do prvni jamky bylo napipetovano 7 pl 100 bp DNA
Ladderu (O’Gene Ruler™) a do ostatnich jamek 20 ul produkta sekundéarni reakce PCR. Pro
peclivé rozdéleni DNA fragmentl probihala elektroforéza pii 80 V.
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3.1.5 Izolace z gelu

Pro extrakci fragmentii DNA z gelu byl pouzit komercné dodavany kit Gen Elute (Sigma
Aldrich).

Pred extrakei bylo potieba z gelu Cistym skalpelem vyfiznout ndmi zkoumany fragment
DNA a vlozit ho do ¢isté mikrozkumavky. Do mikrozkumavky bylo poté napipetovano 500 pl
Gel Solubilization Solution a mikrozkumavka byla vlozena do termobloku k inkubaci pfi
50 °C po dobu 10 min a kazdé dv¢ az tii minuty byly vzorky promichany. Béhem inkubace
byla sestavena Binding Column G, do které bylo napipetovano 500 pl Column Preparation
Solution a mikrozkumavka byla centrifugovéna 60 s pfi rychlosti 14 000 g. Do termobloku
predehiatého na 65 °C byla vloZzena PCR voda.

Po rozpusténi fragmentu gelu (roztok musi byt Zluty nikoli oranzovy nebo fialovy) bylo
ke vzorku pfipipetovano 150 pl isopropanolu a vzorek byl promichan. Néasledné byl veskery
obsah mikrozkumavky piepipetovan na ptedem piipravenou kolonu (Binding Column G) se
sbérnou mikrozkumavkou, ktera byla poté centrifugovana 60 s pfi rychlosti 14 000 g. Odpad
ze sbérné zkumavky byl vylit a na kolonu bylo napipetovano 700 pul Wash Solution G. Kolona
byla centrifugovana po dobu 60 s pfi rychlosti 14 000 g. Odpad ze sbérné zkumavky byl vylit
a znovu centrifugovan 60 s pfi rychlosti 14 000 g bez ptidavku jakychkoliv roztokli. Po
dotoceni v centrifuze byly kolony otoceny o 180° a nasledn¢ byly centrifugovany 180 s pfi
rychlosti 14 000 g. Nakonec byla kolona vlozena do ¢isté 1,5 ml mikrozkumavky. Na kolonu
bylo napipetovano 30 pl piredehiaté PCR vody a 60 s se vzorky inkubovaly pfi laboratorni
teploté. Poté byla mikrozkumavka 60 s centrifugovana pti rychlosti 14 000 g. V ziskaném
roztoku byla zmétfena koncentrace DNA pomoci pfistroje NanoDrop a byly ptipraveny vzorky

pro sekvenaci.
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3.1.6 Sekvenace a fylogenetické analyzy
Sekvenovani sekundarnich PCR produktt bylo provedeno pomoci ABI BigDye Termitor
v 3.1 Cycle Sequencing Kit a sekvenatoru ABI123130 za pouziti sekundarnich primerd v
komerénich firmach (SeqMe, Dobfis, Ceska republika; nebo Eurofins, Praha, Ceska

republika).

Ziskané vysledné sekvence byly spojeny v programu ChromasPro (Technelysium, Ptym
Ltd, Jizni Brisbane, Australie) a dale zpracovany v programu BioEdit Sequence Alignment

Editor (Ibis Biosciences) a porovnany se sekvencemi uloZzenymi v GenBank.

3.1.7 Kovantitativni Real Time PCR

Real Time PCR byla pouzila ke stanoveni mnozstvi spor E. cuniculi v klistécich vzorcich,
a to pomoci specifické TagMan proby (268 bp) a specifickych primert amplifikujicich ¢ast
genu kodujiciho malou ribozomdalni podjednotku (rRNA) Encephalitozoon  spp.
(Wolk et al., 2002) (Tabulka III). Mnozstvi vSech reagencii zahrnuté v jedné reakci jsou
uvedeny v Tabulce IV.

Tabulka III: Nukleotidové sekvence proby a specifickych primert pro RT-PCR
Encephalitozoon spp.

RT-ENC-F 5"- GTC CGT TAT GCC CTG AGA - 3’
ET-ENC-R 5"- ACA GCA GCCATGTTACGACT -3’

5"-red 640-TGG ACG AAG ATT GGA AGG TCT GAG TC-

Probel-ENC FITC phosphate-3'

Tabulka IV: Seznam smési pro RT-PCR

Roztoky MnozZzstvi
PCR H,O (Top-Bio, CR) 5,0 ul
forward primer (10 uM, Generi Biotech, CR) 1,0 ul
reverse primer (10 uM, Generi Biotech, CR) 1,0 ul
FastStart Universal Probe Master 2x (Roche, USA) 12,5 ul
préba (10 pM, Generi Biotech, CR) 0,5 ul
DNA 5,0 ul
Celkem 25,0 ul
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Program pouzity k amplifikaci ¢asti genu, ktery koduje malou podjednotku rRNA
Encephalitozoon spp., se skladal z pocatecni denaturace pfti teploté¢ 95 °C po dobu 3 minut,
samotné amplifikace sestavajici ze 45 cykli, kde jeden cyklus se sklddal z denaturace pfii
teploté 95 °C po dobu 45 s, nasedani primert pfi teploté¢ 60 °C po dobu 10 s a z extenze pii
teploté¢ 72 °C po dobu 16 s. Nakonec nastala zavéreCna extenze pii 55-85 °C po dobu

16 s rychlosti 20 °C/s a chlazeni 40 °C po dobu 30 s (Wolk et al., 2002).

Bylo nutné sestrojit kalibra¢ni kiivku pro urceni vysledkii reakce. Ta byla sestrojena
pomoci zndmého mnozstvi spor obsazeného v jiz vyizolované DNA rodu E. cuniculi genotyp
11 (103 az 10%) (Sak et al., 2017). Vysledky byly zpracovany pomoci Light cycler 480 Software
Release 1.5.0 SP4 (Roche).

Kazdd RT-PCR série obsahovala vzorky o zndmé koncentraci Encephalitozoon spp.
(1,0x10% a negativni kontroly jako pouzité standardy. Vsechny vzorky byly testovany
v triplikatech. Koncentrace spor byla vypocitdna pomoci automaticky odecitané CT hodnoty

(treshold cycle), ktera byla pfepocitana na pocet spor na kliste.

3.2 Experimentalni prenos mikrosporidii

32.1 Mysi
Pro pokusy bylo pouzito vzdy 10 imunodeficitnich SCID mysi, 7-9 tydni starych (vlastni
chov, PaU BC AVCR v Ceskych Budg&jovicich). Mysi byly chovany za standardnich
podminek ve sterilnim prostfedi v IVC (Air Handling Solutions; Tecnoplast, Italy) s HEPA
filtry ve zvéfinci PaU AVCR, v.v.i. v Ceskych Budgjovicich. Mysi byly krmeny sterilni
komer¢ni smési (TOP — VELAZ Praha) a napéjeny sterilni vodou ad libitum.

3.2.1.1 Spory mikrosporidii

Byly pouzity spory Encephalitozoon cuniculi kmene EC2 izolovaného Koudelou a spol.
(1994) z dexamethazonem imunosuprimované mysi, které byly kultivovany v buiikach opicich
ledvin Vero E6 v termostatu pii teploté 37 °C v kompletnim kultivaénim médiu RPMI-1640
Hepesmodification (hepes 25mM, Sigma) s ptidavkem 2,5% bovinniho fetdlniho séra (Bofes,
ZVOS Hustope€e), smési antimykotik, antibiotik (Sigma) (100 UI penicilinu, 10 pg
streptomycinu, 0,25 pg amfotericinu B/ml média), gentamycinu (30 pg/ml RPMI) a
neesencialnich aminokyselin (SEVAC, Praha). Naadherované infikované bunky byly

21



uvolnény pomoci sklenéné ty¢inky. V deionizované vodé doslo k plasmolyze bunék a jejich
centrifugaci (20 min pti 1370 g) byl ziskan sediment se sporami, ktery byl uchovavan v pufru

PBS s obsahem antibiotik a antimykotik v chladnicce pii 4 °C.

Pied samotnym pouzitim byly spory ziskané z in vitro kultur mikrosporidii pocitany v

Biirkerové komtirce a byly pfipraveny infekéni davky ve vodé.

3.2.2 Kilist’ata

V ramci tohoto experimentu byla pouzita laboratorné chovana naivni klist'ata rodu Ixodes
ricinus (vlastni chov, PaU BC AVCR v Ceskych Budgjovicich). Pied pouzitim pro experiment
byl reprezentativni vzorek klist'at z kolonie vySetfen molekularnimi metodami na pfitomnost

mikrosporidii (viz kapitoly 3.1.2, 3.1.3, 3.1.4).

3.2.2.1 Design experimentii

Experiment 1 — pfenos mikrosporidii z infikovaného hostitele do klist’at

Pfed samotnym pokusem byly mysSi perordln¢ jicni sondou infikovany sporami
Encephalitozoon cuniculi genotyp 11 v koncentraci 107 spor v 0,2 ml vody/mys. Kontrolni
(neinfikované) mysi byly inokulovany 0,2 ml sterilni vody/mys. Infikované i neinfikované
mysi byly chovany oddélend ve sterilnim prostiedi v izolatorech (BEM, Znojmo, CR) s HEPA
filtry.

Po 11 dnech od infekce byla mysim vyholena ¢ast srsti na zadech pomoci holiciho strojku,
kam byl poté ptilepen a lepici paskou piipevnén specidlni kosicek (Obr. 2), do kterého byla

vlozena klist'ata (samec a samice) /. ricinus.

Sedm az devét dni po pfilozeni klistat doslo k odpadnuti nasatych samic klistat.
Infikované mysi slouzici k nasati kliStat byly ndsledné vypitvany pro zjisténi GspéSnosti
infekce mikrosporidiemi. Pfi pitvé byly odebrany tyto organy: ledviny, jatra, mozek, slezina a
vzorek krve. Z nasatych samic klistat a orgdni mysi byla vyizolovdna DNA a provedena

molekularni detekce mikrosporidiové DNA (viz kapitoly 3.1.2, 3.1.3, 3.1.4).
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Obrazek 2: Mys se specialnim kosickem na klistata

Experiment 2 — transovarialni pfenos mikrosporidii

Jedna se o obdobu experimentu 1, kdy samice 1. ricinus, infikované mikrosporidiemi
z pozitivnich mysi, byly ponechany vyklast vajicka (Obr. 3), ktera byla nasledn¢ testovana na
pritomnost mikrosporidiové DNA molekularnimi metodami (viz kapitoly 3.1.2, 3.1.3, 3.1.4).

Také pozitivita samic po vykladeni byla potvrzena molekularnimi metodami.

Obrazek 3: Samice /. ricinus s vykladenymi vajicky

Experiment 3 — transstadidlni pfenos mikrosporidii

Obdobn¢ jako v experimentu 1 byly vyuzity imunodeficitni SCID mysi, samice, 7-9
tydnd staré infikované sporami E. cuniculi genotyp II v koncentraci 10’ spor v 0,2 ml

vody/mys, nebo inokulované 0,2 ml sterilni vody/my$ (kontrolni skupina).

Na téchto mySich byly v kosickach nechdny sat naivni larvy I ricinus v poctu
100 larev/myS nebo nymfy v poctu 15 ks/myS. Po Uspé€Sném nasati byly larvy/nymfy
ponechany se svléct do nymf (larvy 1 mésic, nymfy 3 mésice), které byly testovany na

pritomnost mikrosporidiové DNA molekuldrnimi metodami (viz kapitoly 3.1.2, 3.1.3, 3.1.4).

23



4 VYSLEDKY

4.1 Vyskyt mikrosporidii v klist’atech
Pro zjistovani pfitomnosti mikrosporidii byly ziskany dva druhy klist'at z ¢eledi Ixodidae,
L ricinus a Dermacentor reticulatus. Zpracovano bylo celkem 217 vzorki, 203 1. ricinus a

14 D. reticulatus. Nejvice bylo ziskédno samic a nymf 1. ricinus (Tabulka V).

Tabulka V: Rozdéleni vzorki podle druhu klist’at, vyvojového stadia a pohlavi

Ixodes ricinus Dermacentor reticulatus
Pohlavi Pocet Pohlavi Pocet
Samec 34 Samec 7
Samice 100 Samice 5
Nymfa 69 Nymfa -
Mix - Mix 2
Celkem 203 Celkem 14

Vlajkovanim bylo ziskdno 137 vzorkl. Zbyvajici ¢ast byla nalezena na hostitelich
uvedenych v Tabulce VI. Nejvice vzorkli bylo ziskdno vlajkovanim, vzorky z hostitelt
nejcastéji pochazely ze psa, ¢loveka a kocky. Vzorky byly shromazdovany na 2 vétSich

tizemnich celcich, a to v jiznich Cechéach a na jizni Moravé (Tabulka VI).

Tabulka VI: Vypis hostitell a lokalit

Hostitel Pocet vzorkt Lokalita
“q 18 Doubravice, Trhové Sviny, Boletice, Ceské Bud¢jovice,
Clovek )
Albertice nad Vltavou
Jestérka 1 Doubravice
" 13 Doubravice, Chotébudice, Bulhary, Rozmberk nad Vltavou,
Kocka "
BorsSov nad Vltavou
Jelen 3 Bulhary
Bteclav, Doubravice, Ceské Bud¢jovice, Chotciny, Prachatice, Zdikov,
Pes 39 Ceské Budéjovice, Hofice na Sumavé, Pohlirka, VEtini, Volary,
Bulhary, Landstejn, Frymburk
Srnec 6 Bulhary, Stékei
Neznamy 137 Bteclav, Valtice, Doubravice, Chotébudice, BraniSovsky les,
(vlajkovani) Rendezvous, Rimov

Podafilo se zachytit 22 vzorka pozitivnich na pfitomnost mikrosporidii. V pozitivnich
vzorcich se podafilo zachytit mikrosporidie rodu Encephalitozoon cuniculi genotyp 1 a II.
Pozitivni vzorky byly rozdéleny do dvou skupin podle toho, jakym zplisobem byly ziskany, a
to vlajkovanim (Tabulka VII) a nalezenim na hostiteli (Tabulka VIII).
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Tabulka VII: Kvantifikace a genotypizace mikrosporidii v pozitivnich vzorcich (vlajkovani)

Klisteé Mikrosporidie
Pohlavi/stadium Druh Lokalita gPCR Genotypizace
Samice Ixodes ricinus Valtice 4.7x10° E. cuniculi 1
Samice Ixodes ricinus Rendezvous 1.7x10° -
Samice Ixodes ricinus Rendezvous 1.1x10° E. cuniculi 1
Samec Ixodes ricinus Rendezvous 5.3x10! E. cuniculi 1
Samec Ixodes ricinus Rendezvous 1.2x10? -
Samec Ixodes ricinus Rendezvous 1.5x10! E. cuniculi 11
Samec Ixodes ricinus Rendezvous 9.2x10° E. cuniculi 11
Nymfa Ixodes ricinus Valtice 1.8x10! E. cuniculi 11
Nymfa Ixodes ricinus Valtice 5.4x10° E. cuniculi 11
Nymfa Ixodes ricinus Rendezvous 1.1x10? E. cuniculi 1
Nymfa Ixodes ricinus Rendezvous 4.0x10° E. cuniculi 11

Vzorki, které byly ziskany vlajkovanim, bylo celkem 137, z toho se podatilo zachytit

11 vzorkli pozitivnich na pfitomnost

mikrosporidii.

Mikrosporidialni

DNA byla

identifikovana pouze u klistat rodu Ixodes ricinus, které byly ziskany v lokalitdch Valtice a

Rendezvous. 3 vzorky pochazely z dospélych samic, 4 ze samcti a 4 vzorky z nymf. Pomoci

RT-qPCR bylo stanoveno mnozstvi spor, které se pohybovalo v rozmezi od 1-115 spor na

klisté. Nasledna sekvenace prokézala pritomnost E. cuniculi genotyp I u 4 pozitivnich vzorkl

a E. cuniculi genotyp Il u 5 pozitivnich vzorkii. Ve dvou ptipadech se i pies pozitivni vysledek

gPCR nepodatilo DNA mikrosporidii naamplifikovat konvenc¢ni PCR.

Tabulka VIII: Kvantifikace a genotypizace mikrosporidii v pozitivnich vzorcich ziskanych z hostitelt

Kliste Mikrosporidie
Pohlavi Druh Hostitel Lokalita qPCR Genotypizace
Samice  Ixodes ricinus Pes Zdikov 1.5x10! E. cuniculi 1
Samice  Ixodes ricinus Pes Zlaté Moravce 2.1x10°  E. cuniculi 11
Samice  Ixodes ricinus Pes Chot&budice 9.0x10° -
Samice  Ixodes ricinus Pes Hofice na Sumavé 1.2x10"  E. cuniculi 11
Samice  Ixodes ricinus Pes Frymburk 1.0x10°  E. cuniculi
Samice  Ixodes ricinus Pes Ceské Budgjovice 1.9x10'  E. cuniculi 11
Samice  Ixodes ricinus ~ Kocka Chot&budice 7.1x10° -
Samice  Ixodes ricinus Kocka Doubravice 8.4x10"  E. cuniculi 11
Samice  Ixodes ricinus Clovek Doubravice 2.5x10° E. cuniculi 1
Samice  Ixodes ricinus Srnec Bulhary 2.1x10"  E. cuniculi 11
Samec  Ixodes ricinus Pes Ceské Budgjovice  3.3x10° -
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Pocet vzorki, které byly ziskany od dobrovolniki, byl celkem 80, z toho se podaftilo
zachytit 11 vzorkill s pozitivnim nalezem mikrosporidii. Mikrosporidie byly zachyceny pouze
v jednom rodu klistat, Ixodes ricinus, v 10 ptipadech se jednalo o vzorky samic, v 1 ptipade
o samce. Pozitivni kliStata byla nalezena na 4 hostitelich, pfiCemz se nejcastéji jednalo o psa
(7 pozitivnich vzorkt), 2 pozitivni vzorky pochéazely z ko€ky, 1 vzorek z ¢lovéka a 1 vzorek
ze smce. Mezi Casté lokality nalezeni pozitivnich kligtat patiily Ceské Budgjovice,
Doubravice a Chotébudice. Ke stanoveni mnozstvi spor byla vyuzita RT-qPCR, ktera
prokézala koncentraci od 1-84 spor na klisté, pomoci genotypizace byl zachycen E. cuniculi
genotyp I u 3 pozitivnich vzorki a E. cuniculi genotyp Il u 5 pozitivnich vzorkd. Ve tiech
piipadech se i pfes pozitivni vysledek qPCR nepodatilo DNA mikrosporidii naamplifikovat

konvencéni PCR.

4.2 Experimentalni prenos mikrosporidii

Experiment 1

Po pitvé infikovanych SCID mysi byla pomoci molekuldrnich metod zjisténa ptitomnost
mikrosporidii ve vSech vySetfenych organech mysi pouzitych k nasani dospélych klistat.
Nejvyssi koncentrace spor byla zaznamenana v jatrech (2,4x10'° spor na gram tkang), sleziné
(2,4x10' spor na gram tkan&) a ledvinach (2,3x10'° spor na gram tkang). O Fad nizsi

koncentrace byla zaznamenana v krvi a mozku (1,5%10° a 1,1x10° spor na gram tkang).

Z odpadnutych klistat, 7 az 9 dni od piisati, byla pomoci molekulédrnich metod zjisténa
pritomnost mikrosporidialni DNA u 4 z 10 nasatych samic. Izolat E. cuniculi genotyp II
pouzity k infekci mysi se sekvenéné 100% shodoval se ziskanymi sekvencemi z nasatych

klistat.
Experiment 2

Pozitivni samice klistat, které¢ saly na infikovanych SCID mysSich, byly ponechany
vyklast vajicka. Vykladeni vSech vajicek trvalo 30 dni a poté se vajicka testovala na pfitomnost
mikrosporidii pomoci molekularnich metod. VSechny snasky vajicek z E. cuniculi-pozitivnich
samic byly negativni na pfitomnost mikrosporididlni DNA, transovaridlni pienos
mikrosporidii tudiz nebyl potvrzen. Nasledné vylihnuti larvi¢ek z vajicek infikovanych samic

bylo uspésné a srovnatelné se snaskou samic nasatych na neinfikovanych mysich.
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Experiment 3

U naivnich larev nasatych na infikovanych mySich byla posléze prokazana piitomnost
specifické DNA mikrosporidii. Nicméné 1 ptes uspeSné nasati vSech skupin larev nedoslo
k dokonceni metamorfézy do nymf, a vS§echny skupiny larev uhynuly do 14 dni po dokonceni

sani, kdezto kontrolni larvy metamorfézu dokoncily.

Nymfy sajici na infikovanych mysich byly po odpadnuti také pozitivni na pfitomnost
mikrosporidialni DNA, jejich Zivotaschopnost byla srovnatelnd s nymfami nasidtymi na
neinfikovanych mysich, nicméné uspeSnost metamorfézy v dospélce nemohla byt z casové

naroc¢nosti zivotniho cyklu klist'at vyhodnocena.

27



5 DISKUZE

Mikrosporidie jsou obligatni intracelularni paraziti, kteii parazituji u Siroké Skaly
hostitelt, zahrnujicich bezobratlé i1 obratlovce vcetné Clovéka (Fadhilah et al., 2022). U
¢lovéka se onemocnéni mikrosporidiemi projevi spiSe u imunodeficitnich pacientti, u kterych

muze byt prubéh fatalni (Han et al., 2021).

Mikrosporidie byly nalezeny skoro po celém svéte, a to diky jejich vyjimecné schopnosti
odolat neptiznivym podminkam vnéjsiho prostiedi v kombinaci se Sirokym spektrem zptisobil
prenosu. Jednim z nejvyznamnéjsich zptisobl pienosu je pomoci vody, do které se mohou
mikrosporidie dostat kontaminaci z infikovanych hospodaiskych a volné Zijicich zvifat.
S timto je spjaty i pfenos potravou, do které se mikrosporidie dostaly pravdépodobné s vodou,
ve které byly obsazeny a jez pravdépodobné slouzila k oplachnuti zeleniny a ovoce (Fayer &
Santin-Duran, 2014; Jedrzejewski et al., 2007). Dalsi moznosti ptenosu infekce je konzumace
nedostatecné tepelné upravenych zivocisSnych produkt, jako je mléko oSetiené UHT
pasterizaci, Cerstvé syry, nebo fermentované masné vyrobky (Kvac et al., 2015; Sak et al.,

2019; Veckova et al., 2021).

Tato prace proto byla zaméiena na dal$i mozny zplsob pienosu, a to pienos pomoci
krevsajiciho vektoru, pfesnéji klistétem, na zaklad¢ vysledkti polskych autorti, kdy byla

zjiSténa pritomnost mikrosporidii v klistatech (Trzebny et al., 2022).

KIisté je vyznamny parazit obratlovci, ktery diky svému zplisobu parazitovani miize byt
téZ vyznamnym prenasecem, a to proto, Ze jeho zivotni cyklus mu umoznuje béhem zivota
parazitovat az na tfech rtznych hostitelich (Heyman et al., 2010) a je tudiZ potencialné

schopno pienést patogeny z malych obratlovcili na ty vétsi, aniz by se tito piimo setkali.

Klisté je diky dlouhotrvajicimu sani a produkei slin branicich odhojeni klistéte schopno
prenést celou fadu patogenti. Navic béhem sani klisté vylucuje ptebyte¢nou vodu, ziskanou z
krve hostitele, a tim muze také byt vylucovana cela fada patogenti. Vycet patogenti je rozsahly,
pricemz nejzndméjSimi patogeny jsou bakterie Borrelia burgdorferi zptisobujici Lymskou

borelidzu nebo vir klistoveé encefalitidy (Rodino et al., 2020).

Nase vysledky prevalencni studie ziskané na zdkladé¢ souboru 217 vzorkii jsou
srovnatelné s prevalencemi uvedenymi v praci Trzebny et al. (2022), 1 kdyz detekovany druh
mikrosporidie byl odlisny a prevalence pozitivnich klist'at mirn¢ vyssi nez v Polsku. Nam se

podafilo identifikovat druh E. cuniculi u 11 vzork z klistat 1. ricinus ziskanych vlajkovanim
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(8 %), z toho byly 3 vzorky samic, 4 vzorky samct a 4 vzorky nymf, a E. cuniculiu 11 vzorka
klistat /. ricinus nalezenych na hostitelich (13,8 %), z toho bylo 10 vzorkl samic a 1 vzorek
samce. V Polsku byl detekovan druh Encephalitozoon intestinalis u ttech nasatych samic
klistété rodu Ixodes ricinus (prevalence 3,2 %) a rod Endoreticulatus u osmi nepfisatych
klistat rodu 7. ricinus (prevalence 0,8 %), z toho 3 samci, 2 samice a 3 nymfy (Trzebny et al.,

2022).

Ptenos mikrosporidii pomoci krevsajiciho vektoru kromé klist'at byl zjistén 1 u komara
rodu Anopheles v Africe s prevalenci 1,8 % (Akorli et al.,, 2021). Jednalo se tehdy o
Microsporidia MB, druh ptibuzny mikrosporidii Crispospora chironomi izolované
z pakomarovitych. Z epidemiologického hlediska je zajimavé, ze ptitomnost Microsporidia
MB v komarech Anopheles arabiensis snizuje UspéSnost pienosu parazita Plasmodium

falciparum, zptisobujiciho malarii (Herren et al., 2020).

Béhem testovani kliStat na pfitomnost mikrosporidii vyvstala otdzka, zda se
mikrosporidie mohou pfenést z jednoho stadia klistéte do druhého a zda infikované samicky
vykladou infikovand vajicka. Transovaridlni pfenos byl dosud potvrzen u viru klistové
encefalitidy (Karbowiak & Biernat, 2016), bakterii Rickettsia spp. a Anaplasma spp. (Moore
et al., 2018) a Babesia spp. (Mierzejewska et al., 2018). V nasem piipadé se transovarialni
pienos testovanim vykladenych vajicek samic klistat, u nichz byla potvrzena ptitomnost
mikrosporidii, nepodatilo prokazat, u v§ech testovanych vajicek nebyla zachycena ptitomnost

mikrosporidii. Nicméné vajicka byla Zivotaschopna a dala vzniknout nové generaci larev.

Zjisténi, ze i samci, ktefi jiz v dospélém stadiu nesaji krev, v sob¢ ptenaseji mikrosporidie
(naSe vysledky, Trzebny et al., 2022) naznacuji moznost transstadialniho ptenosu, kdy
mikrosporidie piekonaji metamorfozu klistat. Touto cestou by klist¢ v nedospélém stadiu
(larva, nymfa) pfisaté na infikovaném hostiteli (myS, zajic) mohlo pfenést, po uspésné
metamorféze v dal$i stadium, mikrosporidie ztéchto drobnych savcl na vétsi hostitele.
Nicméné predpokladany transstadialni pfenos mikrosporidii, jako je tomu napiiklad u viru
klistové encefalitidy (Karbowiak et al., 2016) nebo u jednoho druhu z rodu Borrelia (Kalméar
et al., 2015), se ndm dosud experimentalné¢ nepodatilo ovéfit, jelikoz nasaté larvy na
infikované mysi SCID do 14 dnti po nasati vyschly. Jelikoz kontrolni skupina larev nasata na
neinfikovanych mySich uspésné metamorfovala v nymfy, Ize ptredpokladat, ze thyn larev byl
zpisoben praveé ptitomnosti mikrosporidii v krvi hostitele. Tuto hypotézu bude nicméné

potieba jesté potvrdit sérii experimentl zaloZenych na sani larev na mysich s riznou intenzitou
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infekce E. cuniculi. Metamorféza nymf v dosp€lce bohuzel trvd 2 meésice a vysledky

uspésnosti prenosu a zivotnost nymf nemohla byt do odevzdani prace vyhodnocena.

Vysledky této prace by mély slouzit pro upozornéni na to, ze mohou existovat i dalsi
zpusoby ptrenosu mikrosporidii, které by mohly uniknout pozornosti a pro zvyseni povédomi

o tom, ze klist'ata mohou ptenaset daleko vice patogent, nez je doposud znamo.
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6 ZAVER

Tato prace se zabyvala dvéma parazity, mikrosporidiemi jakozto patogenem onemocnéni
a klistétem jako vektorem parazita. Na teoretické bazi byl popsdn mozny pienos mikrosporidii
a jak by k nému dochézelo. V praktické ¢asti jsme prokazali ispéSnost pfenosu mikrosporidii
z infikovaného hostitele do riiznych stadii klistat, a to u 10,1 % vzorkl ziskanych z porostu
nebo hostitelll a ndsledné i experimentalné. Nepodaftilo se nam prokézat transovaridlni a dosud
ani transstadialni pfenos z ditvodu tthynu nasatych larev a Casové narocnost metamorfozy do

dospélce.
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