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SUHRN

Bakalarska praca bola zamerand na Studium sezoénnej dynamiky a infikovanosti
kliestov Ixodes ricinus vybranymi druhmi patogénov na modelovej lokalite Slanské
vrchy. Kliest obycajny patri medzi najvyznamnejSie druhy kliestov na uzemi
Slovenska, ako aj celej Eurdpy. V prirode zabezpecuje prenos a cirkulaciu patogénov

a plni tym Glohu vektora a v niektorych pripadoch aj rezervoara pévodcov ochoreni.

V experimentalnej Casti predloZenej bakalarskej prace bol vykonany zber
kliestov z vegetacie v obdobi april-september 2016. Z kliest'ov boli vytvorené pooly
0 zloZeni 5 dospelych jedincov alebo 10 nymf. Nasledne z nich bola izolovand RNA,
ktora potom bola prepisana do cDNA pre PCR. Boli pouzité rodovo/druhovo Specifické
primery pre detekciu patogénov Anaplasma phagocytophilum, Babesia spp. a Borrelia
burgdorferi sensu lato. Vzorky celkovej RNA boli pouzité aj pre detekciu virusu

kliestovej encefalitidy pomocou Real-time PCR.

Vysetrenych bolo 606 kliestov, z ktorych bolo vytvorenych 68 poolov. Na
pritomnost’ baktérii z komplexu Borrelia burgdorferi s. I. bolo pozitivnych 29,41 %
poolov. Druhym najviac zastupenym patogénom vo vzorkach bol virus kliestovej
encefalitidy, 16,18 % pozitivnych poolov. Anaplasma phagocytophilum a Babesia spp.

boli pritomné obe v priblizne 11 % vySetrenych poolov.

Sezonna dynamika vyskytu kliesta oby¢ajného na modelovej lokalite v roku
2016 bola jednovrcholova, sjarnym vrcholom. Vyskyt kliestov bol potvrdeny aj
V najvyssich oblastiach zberu (870 m.n.m), kde sa v minulosti sice vyskytovali, avSak

V ovel’a niz§ich poctoch.

Pri¢inou posuvania hranice vyskytu kliestov a nimi prenosnych patogénov je
pravdepodobne zmena klimy, ktora spOsobuje zvySovanie teplot atym umoZznuje
prezitie kliest'ov a ich hostitel'ov v predtym nepristupnych oblastiach. Vyskum potvrdil
dolezitost’ pravidelného lokalneho monitoringu kliestov ako prostriedku pre zvySenie

efektivnosti preventivnych opatreni.



SUMMARY

The bachelor thesis was focused on the study of seasonal dynamics and
infection of Ixodes ricinus ticks with selected pathogen species on the Slanské vrchy
model site. Ixodes ricinus is one of the most important tick species in Slovakia and
Europe. In natural foci, ticks are responsible for transmission and circulation of

pathogens and thereby act as a vectors and potential reservoirs of pathogenic agents.

Within the experimental part of the bachelor thesis, ticks were collected from
the vegetation in April-September 2016. Ticks were pooled with 5 adults or 10 nymphs.
Subsequently, RNA was isolated and then transcribed into cDNA for PCR. The
genera/species specific primers were used for the detection of Anaplasma
phagocytophilum, Babesia spp., and Borrelia burgdorferi sensu lato pathogens. RNA
samples were also used for detection of tick-borne encephalitis virus by means of Real-
time PCR.

In total 606 ticks were examined and 68 pools were created from them. For the
presence of bacteria of the Borrelia burgdorferi s. I. complex 29.41 % of pools were
positive. The second most prevalent pathogen in the samples was tick encephalitis virus
detected in 16.18 % of pools. Both, Anaplasma phagocytophilum and Babesia spp. were

present in approximately 11 % of examined pools.

The seasonal dynamics of the Ixodes ricinus occurrence on the model site in
2016 was single-headed with one spring peak. The shift of infected ticks to sites with
higher altitudes, where their presence in the past was much less frequent, was also

confirmed.

The cause of the increase in tick and pathogen transmission is most likely the
climate change, which causes the rise of temperatures that allow the survival of ticks
and their hosts in previously unavailable areas. Research has confirmed the importance
of regular local tick monitoring as an important tool to improve the effectiveness of

preventive measures.
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1 UvOD

Klieste st vyznamnymi krv cicajucimi ektoparazitmi l'udi, volne zijucich a
domacich zvierat. V prirode zohravaji tlohu vektorov pévodcov roznych infekénych
ochoreni. Mnohé z patogénov vyvolavajucich ochorenia u zvierat maju znaény
zoondzny potencial a epidemiologicky vyznam, ked’Zze su prenosné zo zvierat na l'udi.

Pre niektoré z nich je charakteristicky mozaikovity vyskyt a prirodna ohniskovost’.

Ixodes ricinus je epidemiologicky najrozSirenejSim a najvyznamnejSim
vektorom na Slovensku, ako aj v celej strednej Europe, ktory prenasa prvoky, baktérie
aj virusy. Z parazitarnych prvokov su to babézie, napriklad Babesia microti.
Z bakterialnych pévodcov baktérii si najvyznamnejSie spirochéty z komplexu Borrelia
burgdorferi sensu lato, spdsobujuce ochorenie lymska boreliozu a Anaplasma
phagocytophilum z radu Rickettsiales. Z virusov je najznamejsi a epidemiologicky

vyznamny virus kliestovej encefalitidy.

V dosledku globalnych zmien klimy a celého ekosystému, spdsobenych
kombinaciou hospodarskych, socio-ekonomickych a environmentalnych faktorov,
dochédza k sireniu a objavovaniu sa ochoreni v lokalitdch, kde sa v minulosti kvéli
nehostinnym podmienkam nevyskytovali. Aredl vyskytu kliestov sa posuva do vysSich
nadmorskych vySok a severnejSich oblasti. Zvysenie teplot v severnych oblastiach
a vyssie polozenych miestach vytvara vhodné prostredie pre zivot vektorov a taktiez
umoziuje prezivanie zim vicsiemu poctu jedincov, ndsledkom Coho rastie celkova
hustota populacie kliestov. Vysledkom je vznik novych prirodnych ohnisk, kedze
saredlom vyskytu  klieStov je uzko spojeny vyskyt klieStami prenaSanych

mikroorganizmov.



2 CIELE PRACE

Nastudovat’ dostupnt odbornu literaturu a vypracovat’ literdrny prehl'ad stvisiaci
stémou bakalarskej prace; zvladnut' metédy terénneho zberu a nasledného
laboratorneho spracovania biologického materidlu (izolacia DNA/RNA, RT -
PCR)

Zistit vyskyt a sezonnu dynamiku kliestov Ixodes ricinus a klieStami
prenaSanych patogénov na vybranej modelovej lokalite na vychodnom Slovensku
Zistit druhova diverzitu a prevalenciu DNA (Borrelia spp., Babesia spp.,
Anaplasma spp.) a RNA (virus klieStovej encefalitidy) patogénov v kliestoch

pomocou molekulovo-genetickych metdd na baze PCR



3 LITERARNY PREHLAD

3.1 Epidemiologicky vyznamné druhy klie§tov na naSom tizemi

Klieste plnia v epidemioldgii transmisivnych ochoreni Glohu vektorov. Su
prenasa¢mi vel’kého mnozstva baktérii a virusov, sposobujucich zadvazné ochorenia l'udi
aj zvierat (Jurasek, 1993). Na uzemi Slovenska je znamych 20 druhov kliestov,

z ktorych je 7 epidemiologicky vyznamnych pre ¢loveka alebo domace zvierata (Cerny,
1972).

3.1.1 Systematické zaradenie klieSt’ov

Klieste patria do kmena Arthropoda, triedy Arachnida, podtriedy Acari a radu
Ixodida, v ramci ktorého sa rozliSuju 3 rody: Ixodes, Haemaphysalis a Dermacentor
(Cerny, 1972).

3.1.2 Morfologia kliest’ov
Telo je vyrazne dorzoventralne splostené. Nie je ¢lenené na hlavu, hrud’ a brusko

ale na gnatosomu, ktora nesie Ustne Ustroje a na vlastne telo idiosomu.

Gnatosomu tvori basis capituli (chitinova zakladna hlavicky), z ktorej vyrasta
hypostdm (chob6tik) sradmi spédtnych zabkov, sliziaci na prijem Kkrvi a fixaciu
na hostitel'ovi. (Volf a kol., 2007). Z gnatosomy d’alej vyrastaju 4-¢lankované hmatadla
pedipalpy a parové klepietka chelicery, pomocou ktorych kliest nastrihdva kozu

v mieste vpichu (Goldova a Letkova, 2004).

Idiosoma (vlastné telo kliestov) je pokrytd chitinovym S$titkom (scutum).
U samiciek a vyvinovych S§tddiach pokryva len tretinu/polovicu tela, zatial c¢o
u saméekov pokryva Stitok celé telo. Stitok slizi ako identifikaény znak pri uréovani
pohlavia kliesta. Stitok samice je sfarbeny do &ervena a U samcov je takmer &ierny.
Nymfy maji hnedé a larvy az svetlohnedé sfarbenie (Obr. 1). Cast’ idiosomy za $titkom
na nazyva alloscotum (brusko) a pri cicani krvi sa mnohonasobne zvicsuje. Z vlastného
tela nymf a dospelych jedincov vyrastaju 4 pary kracavych koncatin, u lariev sa
vyskytujii iba tri pary (Jurasek a kol., 1993). Na prednom pare nbh sa nachadza
Hallerov organ, ktory predstavuje jamka s receptormi citlivymi na teplotu, vlhkost,
pach, mnozstvo vydychovaného CO> ainé chemické latky (Obr. 2). Okrem toho
deteguje pohyb, vd’aka Comu slizi aj na orientaciu v priestore a na identifikovanie

pritomnosti hostitel'a (Volf a kol., 2007).



Nymfa

Dospely Samec Dospela Samica

Obr. 1: Vyvinové stadia kliest'ov (prevzaté a upravené z www.tickencounter.org).

Obr. 2: Hallerov orgdn — snimok zo SEM, zviacSené 250x (prevzaté a upravené
z publikécie Majlath a Majlathova, 2015).

3.1.3 RozmnoZovanie a Zivotny cyklus

KlieSte st obligatne krv cicajuce parazity zvierat a l'udi. V Zivotnom cykle sa
striedaju tri vyvinové §tadia. Z oplodneného vajicka sa vyliahne 6-nohd larva, ktora
po nacicani opusta hostitel'a a metamorfuje vo vonkajSom prostredi na 8-nohu nymfu.
T4 aktivne vyhl'adava hostitel’a a po priblizne tyZdni cicania odpadava do okolia, kde

metamorfuje na dospelého kliesta.

Pohlavny dimorfizmus je velmi vyrazny, samec cicia krv len obmedzene
a samica pocas 5-14 dni. Kopulécia prebieha spravidla na hostitel'ovi pocas cicania.
Kopula¢nym orgédnom samca je hypostom, ktory zasunie do pohlavného otvoru samice.
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Samica po plnom nacicani zva¢si svoj objem az 200-nasobne. Po oplodneni sa presunie
do vlhkého Ukrytu (vrchna vrstva pddy, hrabanka), kde sa v nej vyvijaji vajicka
(ovogenéza). Znasa 2-5 tisic vajicok, z ktorych sa asi po mesiaci vyliahnu larvy. Samica
po vykladeni vaji¢ok hynie (Obr. 3). Limitujucimi faktormi pre vyskyt a vyvoj kliestov

je primerané vonkajSie prostredie a dostatok vhodnych hostitelov. V naSich

podmienkach trva zivotny cyklus klieSta v zavislosti od druhu 1-6 rokov (Obr. 4)
(Kmety a kol., 1983, Goldova a Letkova, 2004).

3-4 mesiace

. larva
cicanie krvi 2-3 dni

‘ \ ¢ Nymfa

cicanie krvi

! \h ¥V s5-6dni
al o t’~
|

ﬁ\ ;ﬁ/

Vajicka

S5—6mesiacov

3-4mesiace

Dospely
cicanie krV| 8- 10 dni

Obr. 4: Zivotny cyklus kliedta (prevzaté z www.inra.fr).



3.1.4 Kliest’ obyc¢ajny (Ixodes ricinus)

Kliest  obycajny (Obr. 5) je najrozsirenejSim  a epidemiologicky
najvyznamnej$im druhom na nasom uzemi ako aj v miernom pasme Eurdpy. Areal
vyskytu sa tiahne takmer celou Eurdpou, siaha do juznych oblasti Skandinavie
s vynimkou nezalesnenych oblasti. Zasahuje tiez Velka Britaniu, sever Irdnu,
juhozapadni oblast Turkmenistanu, sever Afriky a zapadnu cast’ Sibiri (Filippova,
1977)

Obr. 5: Samica kliest'a obycajného (Ixodes ricinus) (autor: Vichova).

Uprednostiiuje listnaté alebo zmieSané lesy a pasienky do nadmorskej vysky
600—800 m n. m.. Hornd hranica jeho vyskytu sa vSak vplyvom globalneho otepl'ovania
postva nad 1000 m n. m. (Bullové a kol., 2009; Petko a Majlathova, 2005). Pre kliesta
obyCajného je typickd nerovnomernost, tzv. mozaikovitost vyskytu. Uprednostiuje
okraje lesa v blizkosti lesnych chodnikoch a frekventovanych zvieracich ciest, kde je
vysSia Sanca na stretnutie s potencidlnym hostitelom. Vyskyt kliestov na urCitom tzemi
zavisi od typu pody, geologického podlozia, vegetatného krytu, klimatickych
podmienok (idedlna teplota 5-32 °C) a od vzdusnej vlhkosti (idealna vlhkost’ vzduchu
je okolo 80 %). Najlimitujucej$im faktorom je vSak pritomnost’ vhodnych hostitel'ov

pre vsetky vyvinové §tadia (Petko a Majlathova, 2005).

Sezonna aktivita druhu je v nasich podmienkach dvojvrcholova. Prvy vyraznejsi
vrchol sezonnej aktivity zacina skoro na jar a vo vSeobecnosti plati, Ze limitujucou
spodnou teplotnou hranicou pre aktivitu dospelych jedincov je 5 °C. V teplych letnych
mesiacoch aktivita vyrazne klesa, dokonca moze byt Uplne prerusend. Druhy, menej
vyrazny vrchol dosahuje v jesennom obdobi, v zavislosti na optimalnych faktoroch
prostredia. V zimnom obdobi sa aktivita znovu prerusuje, ale v pripade teplejSich zim

bez stvislej snehovej pokryvky a vyraznych mrazov méze pretrvavat’ (Jurasek, 1993).
6



Ixodes ricinus ma S$iroké spektrum hostitelov. Larvy a nymfy napadajd
predovsetkym drobné cicavce, vtaky hniezdiace na zemi a taktiez plazy. HostiteI'mi
dospelych jedincov st okrem uz spominanych zivolichov aj velké prezivavce
(dobytok, vysoka zver), doméce aj divo Zijuce psovité a mackovité elmy a pod. Clovek
je hostitelom pre vsetky tri vyvinové §tadid, no najCastejSie na nom parazituju larvy

a nymfy (Petko a Majlathova, 2005).

3.1.5 Pijak luzny (Dermacentor reticulatus)

Dermacentor reticulatis (Obr. 6) je jednym z naSich najvacsich kliestov. Tento
palearkticky druh sa vyskytuje v miernom klimatickom péasme od Francizska
a juhozapadného Anglicka na vychod az po rieku Jenisej na Sibiri ana juh
po Rumunsko. Oblubuje teplé nizinné oblasti zarastené krovinami a Sstromami,

zmie$ané ¢i luzné lesy a lesné Cistiny (Petko a Majlathova, 2005).

Obr. 6: Samica pijaka luzného (Dermacentor reticulatus) (prevzaté z publikacie
Rieg a kol., 2011).

Aktivita druhu je u dospelych jedincov dvojvrcholova, s jarnym a jesennym
vrcholom. Vyvinové §tadia majii iba jeden vrchol sezonnej aktivity, u lariev v juli
aunymf vauguste. Pijak luzny ma jedno alebo dvoj — ro¢ny vyvinovy cyklus,

v zavislosti od toho, kedy odpadne nacicana samica z hostitel'a (Szymanski, 1987).

HostiteI'mi dospelych jedincov st hospodarske aj volne zijice velké kopytniky,
divé svine, psy, lisky, jeze, zajace a pod. Tieto Stadia parazituju hlavne v oblasti slabin,
kolien, krku ausi. Larvy anymfy sa zdrzuji v norach drobnych cicavcov aich

hlavnymi hostite'mi st drobné hlodavce a hmyzozravce (Hillyard, 1996).



3.2 Kliesami prenosni povodcovia ochoreni
Klieste prenasaji celé spektrum virusov, baktérii a parazitov spésobujdcich
zavazné ochorenia zvierat a l'udi. Infikované mozu byt sucasne viacerymi patogénmi,

ktoré prenasaju do svojich hostitel'ov, ¢o znaéne komplikuje diagnézu aj liecbu.

Najdolezitej$im virusom prendSanym klieStami v miernom pasme je virus
kliestovej encefalitidy, napadajici centrdlny nervovy systém. Ochorenie sa prejavuje

ako encefalitida, meningitida alebo meningoencefalitida (Danielova, 2008a).

Z bakteridlnych ochoreni je najvyznamnejSia lymska borelioza spdsobovana
baktériou z komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato. Je to multisystémové ochorenie
postihujuce r6zne organove systemy. K typickym klinickym priznakom ochorenia patri
Cervena Skvrna (erythema migrans), ktora sa objavi v mieste kde bol kliest' prisaty
amoze sa postupne zvacSovat (Obr. 7). Lymska borelioza je najcastejSou klieStami

prenasanou zoondzou v Eurdpe, Severnej Amerike a Azii (Burri, 2007).

Obr. 7: Erythema migrans (prevzaté z publikacie Shapiro, 2014).

Dal$im ochorenim, pdvodcov ktorého prenasajii klieste, je granulocytarna
anaplazméza  vyvolana  gram-negativnymi  baktériami  druhu  Anaplasma
phagocytophilum, ktoré infikuju biele krvinky (Vichova, 2014). Cervené krvinky
napadaju zas jednobunkové parazity z rodu Babesia. Pre ¢loveka su patogénne druhy
Babesia divergens, Babesia microti ¢i Babesia venatorum. Na uzemi Slovenska je
roz8irena predovsetkym Babesia canis, parazit psov, ktorej vektorom je pijak luzny,

Dermacentor reticulatus (Criado-Fornelio, a kol. 2003).



3.2.1 Rod Borrelia — komplex Borrelia burgdorferi sensu lato

3.2.1.1 Etiologia a taxondmia Borrelia burgdorferi

Baktérie patriace do rodu Borrelia zarad'ujeme do ¢elade Sprirochetaceae, radu
Spirochaetales a kmena Spirochaetes. Komplex B. burgdorferi sensu lato zahifa borélie
vyvolavajice multisystémové infekéné ochorenie, lymsku boreliozu (LB). Toto
ochorenie patri medzi najcastej$iu kliestami prendsani zoondzu v Azii, Severnej
Amerike a Europe (Bartinek a kol., 1996; Petko a Majlathova, 2005). V sucasnosti je
znamych 22 genospecies, vzajomne sa liSiacich genetickym a antigénnym profilom,
geografickym rozSirenim, okruhom vektorov a hostitel'ov, organovou preferenciou,
spektrom ochoreni, ktoré sposobuju a ich klinickymi prejavmi (Postic a kol., 2007). Pre
l'udi su patogénne B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelli, B. garinii, B. bavariensis a B.

spielmanii.

Prevalencia borélii v kliestoch z vegetacie sa pohybuje na Uzemi Slovenska
v rozmedzi 3-30 %, Vv zavislosti od dostupnosti hostitelov a podmienok prostredia
(Derdakova a kol., 2003).

3.2.1.2 Morfologia Borrelia burgdorferi

Borélie s pohyblivé, extracelularne, gramnegativne baktérie charakteristické
tenkym $piralovitym tvarom s dizkou tela 10-30 um a s priemerom 0,2—-0,3 pm (Obr. 8)
(Bartiinek a kol., 2006).
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Obr. 8: Morfoldgia Borrelia burgdorferi (prevzaté a upravené

z www.spirochetesunwound.blogspot.com).

Pohyb je umozneny vd’aka bi¢ikom, ktoré sa nachadzaju v periplazmatickom
priestore pod vonkajSou membranou na oboch koncoch bunky. Vdaka flexibilnej
membrane sa mozZu zasuvat’ a vysuvat’, ¢o je nevyhnutné pre invaziu do bunky hostitel’a

(Comstock a Thomas, 1989).

3.2.1.3 Zivotny cyklus Borrelia burgdorferi

V prirodnom prostredi prebieha cirkulacia borélii v enzootickom cykle
prostrednictvom klie$tov zrodu Ixodes, ktoré su kozmopolitne rozsirené. Vsetky
vyvinové §tadia klieStov sa moZzu nakazit’ boréliami pocas cicania krvi na infikovanom
hostitel'ovi, alebo prostrednictvom tzv, ,co-feedingu”, ked na hostitelovi
bez systémovej infekcie cicaju vedla seba infikovany a neinfikovany kliest (Gern a
Rais, 1996; Ogden akol., 1997). Spirochéty sa prenaSaju v kliestovi transstadidlne.
Transovaridlny prenos bol tieZ pozorovany, avSak v prirode prebieha len vynimoc¢ne pri

silnych generalizovanych infekciach samiciek (Petko a Majlathova, 2005).

3.2.1.4 Vektory Borrelia burgdorferi

Transmisiu a udrziavanie urcitého genospecies B. burgdorferi s. 1. zabezpecuje
v Eurdpe najrozsirenej$i a epidemiologicky najvyznamnejsi druh kliest'a Ixodes ricinus.
Kliest obyc¢ajny predstavuje hlavného kompetentného vektora pre B. afzelii, B. garinii,

B. bavariensis, B. lusitaniae, B. burgdorferi s.s a B. valaisiana (Gern a Humair, 2002).

3.2.1.5 Rezervoarovi hostitelia Borrelia burgdorferi

Medzi dblezité rezervoare borélii patria drobné zemné cicavce, plazy a vtaky.
Ako kompetentné rezervoare, teda zvierata schopné udrziavat’ patogény v krvi a dlhy
Cas vystupujuce ako zdroj infekcie v prirodnom ohnisku, boli potvrdené rySavky:
rySavka obycajna (Apodemus sylvaticus), rySavka tmavopasa (Apodemus agrarius),
rySavka zltohrdla (Apodemus flavicolis); d’alej hrdziak lesny (Myodes gareolus), hrabos
mociarny (Microtus agrestis) (Kurtenbach a kol., 1998; Talleklint a kol., 1994) a iné. B.
lusitaniae bola potvrdena v jastericiach (Majlathova a kol., 2006). Vysoka zver, ako
napr. jelenn lesny (Cervus elaphus), daniel Skvrnity (Dama dama), srnec lesny
(Capreolus capreolus), los mokrad'ovy (Alces alces), tur domaci (Bos taurus) a ovca

domaca (Ovis ovis) patria medzi nekompetentné rezervoare, ktoré sluzia len ako zdroj
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krvi pre klieste (Télleklint a kol., 1994). K distribucii borélii do vacsich vzdialenosti
prispievaji mnohé druhy vtakov, patria medzi ne napriklad slavik ¢ervienka (Erithacus
rubecula), slavik vel’ky (Luscinia luscinia), sykorka vel’ka (Parus major), drozd Cierny
(Turdus merula), drozd plavy (Turdus philomelus) (Taragelova a kol., 2005).

3.2.1.6 Klinicke priznaky lymskej boreliozy

Baktérie z komplexu Borrelia burgdorferi s. I. spdsobujd u zvierat iludi
ochorenie zndme ako lymska boreli6za (LB). Jednd sa o multisystémové zapalové
ochorenie s tazkou klinickou diagnostikou. Heterogenita klinickych prejavov LB suvisi
svyraznou genetickou a antigénnou variabilitou typickou pre pbvodcu ochorenia
(Stanek a kol., 2002).

Ochorenie u T'udi prebiecha vo vécsine pripadov v troch Stadiach. Najtypickej$im
prejavom prvého Stadia je kozny erytém (erythema migrans), objavujici sa priblizne
po 7 dinoch od prisatia klieSta v mieste vpichu (Barttinek a kol., 2006). Erytém je Skvrna
ovalneho alebo kruhoveého tvaru s c¢ervenym zafarbenim s vyraznym okrajom
a vyblednutim uprostred (Braun a kol., 2001). Medzi d’alSie prejavy tohto Stadia patria
chripku pripominajice priznaky ako bolest’ svalov, hlavy, kibov. V druhom $tadiu sa
moze objavit’ boréliovy lymfocytom. Ak ddjde k postihnutiu nervovej sustavy, ide
vacSinou o neuroboreliozu. Ta sa prejavuje meningoradikuloneuritidou, ktora zahfiia
bolesti hlavy, zapaly mozgovych blan a mozgu, poruchy citlivosti a hybnosti, bolesti
chrbta, koncatin a periférne paralyzy facialnych nervov (Burrascano, 2005). Posledné
Stadium ochorenia sa vyznacuje dlhou inkuba¢nou dobou a dlhodobo pretrvavajucimi
tazkostami (najmenej rok). Charakteristickym prejavom je postihnutie velkych kibov
a nervového tkaniva, ktoré sa prejavuje ako encefalitida. Ochorenie modze viest az

k presenilnej demencii (Barttinek a kol., 2006).

Klinické prejavy LB u zvierat maju pestry charakter. U psov sa najcastejSie
stretdvame s priznakmi ako anorexia, artritida, apatia, febrilita, lymfodenopatia,
myokarditida, neochota k pohybu, nefritida (Appel a kol., 1993; McKenna a kol., 1995).
Ukoni je to strnulost, neochota k pohybu, unava, slabost, febrilita, artritida,
encefalitida, glomerulonefritida a laminitida. U maciek sa Casto vyskytuje mierny az
stredny stupeni neSpecifického krivania, anorexia, bolestivost’ a febrilita. U hovadzieho
dobytka sa stretdvame s diagnostikou erytému ventralnej Casti vemena, s opuchmi
kibov, febrilitou, tazkostami s pohybom, redukciou hmotnosti a produkcie mlieka.
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V niektorych pripadoch dojde k poSkodeniu obli¢iek a plic, dokonca aj k abortu
(Parker a White, 1992; Skardova a kol., 2001; Stefan¢ikova a kol., 2008a).

3.2.2 Rod Anaplasma

3.2.2.1 Etiologia a taxonomia Anaplasma phagocytphilum

Rod Anaplasma zarad'ujeme spolu s rodmi Aegyptianella, Ehrlichia, Cowdria,
Neorickettsia a Wolbachia do ¢elade Anaplasmataceae aradu Rickettsiales. SU to
vnutrobunkové baktérie, parazitujuce vo vakuolach eukaryotickych buniek. Na zaklade
fylogenetickych analyz génu pre 16S rRNA agroESL operdnu, ktoré poukazali
na takmer 100 % podobnost’ medzi tromi predtym samostatnymi druhmi, vznikol druh
Anaplasma phagocytophilum zlu¢enim druhov Ehrlichia equi (spdsobujica infekciu
koni), Ehrlichia phagocytophila (vyvolavajica ehrlichiozu preziivavcov) a HGA agent

(spbsobujuci humannu granularnu anaplazmozu) (Dumler a kol., 2001).

Anaplazmoza je zavazné zoondzne ochorenie domacich/vol'ne Zijacich zvierat
a I'udi. Pévodcu ochorenia (A. phagocytophilum) prenasaji hlavne klieSte z rodu Ixodes.
Tato gramnegativna baktéria po prenose do hostitel'a napadda bunky mezodermalneho

pOvodu a juvenilné aj dospelé stadia hematopoetickych buniek ( Rikihisa, 1991).

3.2.2.2 Morfologia Anaplasma phagocytophilum

A. phagocytophilum je mala nepohybliva baktéria s gram-negativnou bunkovou
stenou. M4 kokovity az elipsovity tvar a v priemer meria priblizne 0,2—1 um. Vyskytuje
sa vo vakuolach napadnutych buniek hostitel'a, kde moze vytvarat zhluky viacerych
buniek, nazyvané moruly (Obr. 9). (Chen a kol., 1994; Rikihisa a kol., 1991). MnoZi sa
binarnym delenim viazana na membranu vakuoly hostitel'skej bunky. Nasledne
dochadza k rozpadu bunky a baktérie st uvol'nené do okolitého prostredia, ¢o umoziuje

napadanie d’al§ich buniek (Dumler, 2005).




Obr. 9: Moruly A. phagocytophilum v cytoplazme neutrofilov, zv. 100x (prevzaté
z publikacie Sainz a kol., 2015).

3.2.2.3 Cirkulacia A. phagocytophilum v prirode

Ochorenie granulocytarna anaplazméza ma charakter prirodnej ohniskovej
nakazy. Jej vyskyt v prirodnom ohnisku je limitovany pritomnostou kompetentného
biologického vektora zo skupiny bezstavovcov (v tomto pripade klieste),
kompetentnych rezervoarovych hostitelov (volne zijuce hlodavce a preziivavce)
a nakoniec infekciu vnimajacich hostitel'ov (rozne druhy volne Zijucich aj domacich
zvierat vratane ¢loveka). Cudia v cirkulacii anaplaziem predstavuja tzv. ,,dead-end*

hostitel'a, po ktorom uz zZivotny cyklus spravidla nepokracuje (Blanco a Oteo, 2002).

Infikované samicky kliesta kladu sterilné vajicka, ked’ze u A. phagocytophilum
nedochddza ku transovarialnemu prenosu zo samice klieSta na potomstvo. Anaplazmy
st prenaSané transStadidlne. Z vajicok sa liahnu larvy, ktoré sa infikuji anaplazmami
pocCas cicania na rezervoarovych hostiteloch. Po nacicani odpadni do pody, kde
metamorfuji na infikované nymty. Tie pocas d’alSieho cicania infikuju Siroké spektrum
zvierat, vratane Cloveka. Po nakfmeni opat odpadnd avpbdde metamorfuju

na dospelych jedincov, ktori Siria infekciu d’alej (Dumler a kol., 2005).

3.2.2.4 Vektory A. phagocytophilum

Na Slovensku aj vcelej Europe je najvyznamnejSim vektorom A.
phagocytophilum kliest' Ixodes ricinus (Strle, 2004). Do cirkulacie tohto patogéna su
vSak v prirodnych ohniskdch zapojené aj iné druhy kliestov, napr. Dermacentor
marginatus (De la Fuente a kol, 2005) a Ixodes trianguliceps, ktoré najdeme aj na Gzemi
Slovenska (Petko a kol., 1991).

Prevalencia infekcie v kliestoch v réznych lokalitach je ovplyvnena biotickymi
(pritomnost’ rezervoarovych a infekciu vnimajicich hostitel'ov) a abiotickymi (vlhkost,
teplota prostredia) faktormi prostredia. Hladina infikovanosti kliestov 1. ricinus sa

pohybuje v priemere od <1 % do cca 6 % (Blanarova, 2014).

3.2.2.5 Hostitelia A. phagocytophilum
Anaplazma je v prirodnom ohnisku udrZiavana prostrednictvom rezervoarovych

hostitelov. Predstavuju ich zvierata, ktoré po napadnuti infikovanym ektoparazitom
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a transmisii dokazu patogény v krvi udrzat’ a vytvorit’ podmienky pre ich pomnoZenie.

V prirode predstavuju zdroj infekcie.

Hlavnym kompetentnym rezervoadrovym hostitelom v Eurépe, ako aj
na Slovensku je vysoka lesnd zver. Su to hlavne srnec lesny (Capreolus capreolus),
jelen horny (Cervus elaphus), kamzik vrchovsky (Rupicapra rupicapra) a daniel
Skvrnity (Dama dama) (Liz, 2000). Pomocou molekulérno-genetickych metdd bola
bakteridlna DNA potvrdena aj u inych cicavcov, ako napriklad liska hrdzava (Vulpes
vulpes), vlk dravy (Canis lupus), medved’ hnedy (Ursus arctos), kone, kozy, ovce,
hovadzi dobytok apsy (Hulinska akol., 2004; Stefanéikova a kol., 2005; Vichova
akol., 2010). Aj ked’ vtaky nie si povazované za rezervoare, bola u nich potvrdena
pritomnost DNA anaplaziem, napriklad u drozda stahovavého (Turdus migratorius)
(Daniels a kol., 2002).

3.2.2.6 Geneticka variabilita A. phagocytophilum

Vyskumy genetickej variability preukazali existenciu dvoch rozdielnych
ekotypov, tzv. genetickych variantov A. phagocytphilum. Varianty sa vzajomne
geneticky aj antigénne liSia, maju odliSni rezervoarovi kompetenciu, si prendsané
odlisSnymi druhmi vektorov a geograficky su inak distribuované. Rozdiel moze byt
dokonca aj v ochoreniach, ktoré vyvolavaju a v ich klinickom priebehu. Tieto genetickée
varianty mozu cirkulovat’ spolo¢ne, alebo sa vo vektoroch a hostitel'och vyskytuju

samostatne (Stuen, 2013).

3.2.2.7 Klinické priznaky anaplazmoézy

Granulocytarna anaplazméza koni je sezonne ochorenie je sprevadzané
vysokymi horic¢kami, nechutenstvom, depresiou, anorexiou, opuchmi koncatin
a odmietanim pohybu. Ak sa neobjavia sekundarne infekcie alebo poranenia désledkom

zhorSenej koordinacie, umrtnost’ koni je nizka (Madigan, 1993).

Priznaky granulocytarnej anaplazmdézy u psov variruji od subklinickych infekcii
az k akitnym hortac¢kovitym stavom sprevadzanym letargiou a anorexiou. Zaznamenané
boli aj poruchy centralneho nervového systému a pohybového aparatu (bolesti kibov,

svalov a krivanie) (Foley a kol., 2001).

Humanna granulocytarna anaplazméza (HGA) ma inkuba¢ni dobu v rozmedzi
1-3 tyzdilov. U zdravych pacientov ma choroba vicSinou mierny priebeh bez klinickych
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priznakov alebo s chripkou pripominajacimi priznakmi. Medzi najcastejSie prejavy

HGA patri malatnost, horucka, svalova bolest, bolest’ hlavy (Dumler a kol., 2005).
3.2.3. Rod Babesia

3.2.3.1 Etiologia a taxonomia Babesia spp.

Babézie sa zaraduju do podrise Protozoa, kmena Apicomplexa, triedy
Hematozoea, podtriedy Piroplasmia, radu Piroplasmida a celade Babesiidae (Volf
a Horak, 2007).

Su to jednobunkové kokcidie, ktoré sa podla spdsobu zivota radia medzi
obligatne intracelularne parazity erytrocytov a buniek retikuloendotelového systému.
Znamych je asi 100 druhov babézii asociovanych s roznymi druhmi cicavcov a vtakov
(Gray a Weiss, 2008). Vramci rodu je zaznamenana morfologicka, geneticka
a ekologickd wvariabilita jednotlivych zastupcov. VSetky druhy sa binarne delia
V cytoplazme buniek hostitela a st prendSané prostrednictvom kliestov z celade

Ixodidae (Jurasek a kol., 1993).

Babezidza je prirodne ohniskova klieStami prenasana parazitarna infekcia
S kozmopolitnym rozSirenim (Jurdsek akol., 1993). Je to najvyznamnejSie protozoarne
ochorenie domacich a volne zijacich zvierat predstavujice riziko aj pre l'udi (Gray
a Weiss, 2008). Pre ¢loveka st patogénne dva druhy babézii, B. microti v USA a Europe
a B. divergens v Eurépe (Jurasek a kol., 1993).

3.2.3.2 Morfologia Babesia spp.

Tvar babézii je va¢sinou okrthly/ovalny, hruskovity alebo améboidny (Obr. 10).
Velké babézie maju velkost 3 — 5 pm, spojené su pod uhlom mens$im ako 90°
a nachadzaju sa v strede erytrocytov. Malé babézie si velké 1 — 3 um, spojené sU
pod uhlom v&aésim ako 90° a lokalizované st na periférii erytrocytov (Jurasek a kol.,

1993; Homer a kol., 2000).

15



Obr. 10: Babesia canis v psich erytrocytoch, mierka 10 um (prevzaté z publikécie
Solano-Gallego a kol., 2016).

3.2.3.3 Zivotny cyklus Babesia spp.

V Zivotnom cykle babézii sa strieda pohlavny a nepohlavny spdsob
rozmnozovania. Merogodnia/schizogénia (nepohlavné rozmnozovanie) prebieha
Vv erytrocytoch hostitel'a. Vo vektoroch prebieha pohlavné i nepohlavné rozmnozovanie.
Gametogonia/syngamia zahffia vznik a uvolnenie gamét v ¢reve klieSta a sporogonia

zas v slinnych zl'azach kliesta (Homer a kol., 2000).

Pocas cicania krvi sa spolu so slinami infikovaného kliesta dostavaju infekéné
Stadia babézii (sporozoity) do krvi hostitel'a a infikuju erytrocyty (Rudzinska, 1982).
Nésledne po prieniku do bunky sa z nich stavaju trofozoity, ktoré sa zvicsia, zagul'atia
a schizogéniou/merogoniou sa binarne delia. Vysledkom je velké mnoZstvo merozoitov
spbsobujucich prasknutie arozpad erytrocytu. Po uvolneni z pdvodného erytrocytu
napadaju d’alSie krvinky (Homer a kol., 2000).

3.2.3.4 Vektory Babesia spp.

Cirkulaciu babeézii v Eurdpe zabezpecuju hlavne klieste z rodu Ixodes (Burkot
a kol., 2001), Rhipicephalus (Jefferies a kol., 2003), Dermacentor (Battsetseg a kol.,
2002), Haemaphysalis, Boophilus a Hyalomma (Luo a kol., 2003). Druhy ako I. muris
¢i I. tringuliceps sa podielaji na Sireni tohto patogénu najmd medzi hlodavcami
(Hunfeld a kol., 2008). Jedinym kompetentnym vektorom Babesia microti je kliest
zrodu Ixodes, zatial ¢o druhy ako B. bigeminna aB. equi m6ézu byt prenasané

viacerymi druhmi kliestov (Goethert a Telford, 2003).
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3.2.3.5 Rezervoarovi hostitelia Babesia spp.

Rezervoarovi hostitelia velkych a malych babézii sa liSia. B. divergens cirkuluje
najma u dobytka, ale je schopna vyvolat’ infekciu aj u kopytnikov (Carcy a kol., 2006),
hlodavcov (Phillips, 1984), primatov (Garnham a Bray, 1959) al'udi (Cantu a kol.,
2007). B. microti Siria hlavne zastupcovia z ¢el'ade Muridae (mySovité), avsak bola uz
najdend aj uinych druhov hostitelov, u ktorych zatial' nie je jasna rezervoarova
kompetencia (Goethert a Telford, 2003).

3.2.3.6 Klinicke priznaky babezidzy

Klinické prejavy zavisia od patogénnosti kmena, imunitného stavu hostitel'a
a poctu kliestov cicajlicich na hostitelovi. Ochorenie moze prebiehat’ asymptomaticky,
¢1 byt sprevadzané chripkou pripominajicimi priznakmi. Hlavnymi klinickymi
priznakmi akutnej fazy ochorenia su horticka, zimnica a potenie, bolest’ hlavy, svalov,
zltacka, poSkodenie CNS, hemoglobinuria, ¢i srdcové poruchy (Goether a Telford,
2003).

Postihnuté zvierata maji nizky stupen parazitémie, m6zu mat’ anorexiu a mierne
zvySenu teplotu. V akutnej fadze rychlo stupa horucka (az do 41 °C), zviera trpi
depresiou, anémiou, tachykardiou a slabostou. Parazitémia moze vzrast' az na 30 — 45
% , ¢o sposobuje rozsiahlu destrukciu erytrocytov a vyplavovanie hemoglobinu v moci
(krvomocenie) (Zintl a kol., 2003).

3.2.4 Virus kliestovej encefalitidy

3.2.4.1 Klasifikacia a morfologia virusu kliest'ovej encefalidtidy

Virus kliest'ovej encefalitidy patri do rodu Flavivirus a ¢el'ade Flaviridae (Mandl
a kol., 1997). Je to obaleny RNA virus s vel’kostou 50 nm, ktory ma cca 11 kb dlhy
gendm s RNA pozitivnym vlaknom, kddujici jediny polyprotein, ktory sa spracovava
pocas a po transkripcii  do troch $trukturalnych a sedem nestrukturalnych proteinov
(Grard akol., 2007). Virusova replikacia sa odohrava v blizkosti endoplazmatického
retikula, do ktorého pucia nezrelé virusové Ccastice atvoria sa zrelé, ktoré su

uvolfiované cez sekreény systém bunky (Wengler a Wengler, 1989).

3.2.4.2 Epidemioldgia a vektory
Flavivirusy sa mézu delit’ na klieStami prenasané flavivirusy (TBFV), komarmi
prenasané flavivirusy a tie, ktorych vektor nie je znamy, ¢o je dokazom doleZitosti
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adaptdcie virusu na jeho Specifického hostitela zo skupiny bezstavovcov, ale aj
stavovcov. Kliestami prendSané flavivirusy moézu byt dalej rozdelené na TBFV
cicavcov, zahriujice vsetky dolezité pre Cloveka patogénne druhy. Do tejto skupiny
patria aj TBFV morskych vtédkov, ktoré nie si pre ¢loveka patogénne (Grard a kol.,
2007).

V prirode sa TBEV §iri v cykle zahffiajicom trvalo infikované klieste a malé
cicavce, najcastejSie hlodavce. Prenos virusu prebieha horizontdlne medzi klieStami
(vektormi) a stavovcami (hostitel'mi). V transmisii virusu zohréva hlavni ulohu co-
feeding infikovanych a neinfikovanych kliestov na rovnakom hostitelovi, ako aj

transstadialny a transovarialny prenos (Egyed a kol., 2012).

Hlavnym vektorom europskeho subtypu je Ixodes ricinus. Epidemiologia TBE je
ovplyvnena biologiou ixodidnych kliestov aich ekologiou, pocasim, podnebim,

cestovanim a migraciou (Lambin a kol., 2010).

3.2.4.3 Patogenéza

Aby virus spdsobil ochorenie po pricicani kliesta, musi prekonat’ prekazky,
ktoré hostitel' pouziva Kk obrane. Prvou bariérou je koza. Ta je poruSena v okamihu
prisatia kliesta, kedy sa virusové Castice prenasaju do krvi hostitel'a spolu so slinami
parazita (Wikel, 2013). Po inokulacii sa virus lokalne replikuje v Langerhansovych
bunkéch a neutrofiloch koze. Migrujice monocyty/makrofagy produkuju infekény virus
(Labuda akol.,, 1996) a pravdepodobne slizia ako vektory virusovych ¢astic
do lymfatickych uzlin. Druha hlavna bariéra je imunitna reakcia vyvolana samotnou
virusovou infekciou. Ak virus prekona tito prekazku, moze sa $irit’ a sposobit’ virémiu.
Tretou bariérou je hematoencefaliticka bariéra, chraniaca CNS pred toxickymi latkami
a patogénmi. Mechanizmus vyuzivany virusom pri prekonavani posledne;j bariéry zatial
nie je Uplne znamy. Len ¢o sU infikované endotelové bunky v mozgu, infekcia sa
pozoruje v celej CNS (Ruzek a kol., 2003; Gelpi a kol., 2005).

3.2.4.4 Klinické prejavy klieSt’ovej encefalitidy

Inkuba¢na doba ochorenia je najcastejSic 7-14 dni aprebieha vécsinou
asymptomaticky. Viremicka faza sa manifestuje horackovitym stavom, trvajicim 2—4
dni. Pridruzuju sa neSpecifické priznaky ako nechutenstvo, bolesti svalov, hlavy,

zvracanie, zavraty ¢i poruchy vedomia (Mickiene akol., 2002). Nasledne sa stav
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zdanlivo upravi a cca po 8 dioch ulavy sa u 20-30 % pacientov prejavi druhd faza
choroby. T& predstavuje zé&pal mozgu (encefalitidu) a zdpal mozgovych bléan
(meningitidu). NajCastejSie sa vyskytuje meningedlna foma, ktora postihne az 2/3
pacientov. Choroba moze byt spojena s trvalym poskodenim zdravia, ako napriklad
poruchy spanku, zhorSena koncentracia a obrny veduce v niektorych pripadoch k trvalej
invalidite (Kaiser, 1999).

19



4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

4.1.1 Charakteristika Uzemia

Modelovym tzemim pre zber kliestov na vegetacii boli Slanské vrchy. Pohorie
Slanské vrchy sa nachadza vo vychodnej Casti Slovenskej republiky. Za¢ina vychodne
od PreSova a tiahne sa smerom na juh az k hraniciam Mad’arska. Toto sopecné pohorie

je sucast’'ou karpatského vulkanického obluka. Prevladaju tu listnaté porasty.

Modelové lokality pre zber klieStov boli vybrané na zaklade pristupnosti
a charakteru terénu, v stipani od dedinky Opina a Cervenica smerom hore k vysielacu

Dubnik (v nadmorskej vySke 874 m.n.m).

Lokality boli zvolené v 100-metrovych vysSkovych transektoch, v nadmorskej

vyske 600, 700 a 800 metrov az tesne pod vysielaC Dubnik. Boli vlajkované prevazne

lesné cesticky a ekotony na rozhrani les - luka.

/\f\‘

Obr. 11: Mapa Slovenska s vyznac¢enou lokalitou zberu so stradnicami 48° 55" 25"

S.Z.S.,21°27 44" V.Z.D. (Prevzaté a upravené z www.wikimedia.org.)
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Obr. 12: Fotografia lokality zberu 800 m.n.m (autor: Vichova)

Obr. 14: Fotografia lokality zberu 600 m.n.m (autor: Vichova)
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Obr. 15: Fotografia lokality zberu 600 m.n.m (autor: Vichova).

4.1.2 Zber biologického materialu

Klieste boli zbierané z vegetéacie takzvanou metddou vlajkovania. Na zber bola
pouzitd vlajka z bielej flanelovej latky s rozmermi 1x1 m uchytena na palici. Vlajka sa
tahala suvislym pohybom po nizkej vegetacii a po niekol’kych metroch bola otocena
tahanou stranou nahor a skontrolovala sa pritomnost’ kliestov. Tie boli pozbierané
entomologickou pinzetou auchované v skamavkach. KlieSte boli vlajkované

pravidelne kazdy mesiac, od aprila do oktobra pocas jednej hodiny.

Po prineseni do laboratéria boli zivé klieste triedené podla druhu a pohlavia,
prip. vyvinového $tadia a boli z nich vytvorené pooly (teda subor: 5 samcov, pripadne
samic Vv jednej skumavke a/alebo 10 nymf v jednej skdmavke). Nasledne boli

pre zachovanie RNA uskladnené v hibokom mraze pri teplote -80 °C.

Za dané vegetacné obdobie bolo v modelovej oblasti Slanskych vrchov
nazbieranych spolu 606 kliestov. Vsetky klieste patrili k druhu Ixodes ricinus, ato
v skladbe 537 nymf a 69 dospelych jedincov, v zastpeni pohlavi 43 samic a 26

Samcov.

4.2 Pouzité chemikalie, sipravy a roztoky
o RNeasy® Plus Mini Kit Qiagen, Hilden, D (Kat. ¢. 74134 a 74136)
o RevertAid Reverse Transcriptase (200 U/uL) (5x10.000 units) ThermoFisher
(Kat. & EP0442)
o RiboLock RNase Inhibitor (4x2500 U; 40U/ul) ThermoFisher (Kat. ¢. EO0382)
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o

o

Random Primer Hexamers 3ug/ul; Invitrogen, (Kat. ¢. 48190-01)

iTaq™ Universal Probes One-Step Kit, 500 x 20 pl rxns, 5 ml (5 x 1 ml) (Kat. ¢.
1725141)

5x HOT FIREPoI® Blend Master Mix Ready to Load with 10 mM MgCI2, Solis
Biodyne, (Kat. ¢. 04-25-02020)

oligonukleotidy (Merck)

QIAquick PCR Purification Kit (250) (Kat. ¢. 28106)

4.3 Zoznam pouzitych pristrojov a zariadeni

o

o

2 ml SafeLock Eppendorf skiimavky s konickym dnom (Kat.¢. EP0030120094)
0,2 ml PP mikroskimavky pre PCR 8 ks spojenych v stripe (kompaktnej sérii)
(Kat.¢. 33100000478)

Mikropipety research 200; 100; 20; 10; 2,5 ul (Eppendorf, Hamburk, D)
DNA/RNA UV-cleaner box, UVC/T-AR (Biosan, Riga, LV)

digestor s odsavanim a UVsvetlom

Tissue Lyser Bead Homogenizer (Qiagen, Kat.¢. 85210)

laminarny box biohazard (Telstar BioUltra)

hlbokomraziaci box (Ultra Low Freezer, Ing. Climas)

vyrobnik 'adu

chladiaca centriflga (Hettich, Universal 320R)

RT cyklér, CFX Connect™ Real-Time PCR Detection Systém (BioRad)
termocyklér MyCycler Thermal Cycler (Bio-Rad)

NanoPhotometer P-Class P 300 - Implen (Biotech)
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4.4 Pouzité experimentalne a vyhodnocovacie postupy

4.4.1 1zolacia RNA

Na izolaciu RNA z kliestov Ixodes ricinus bol pouzity RNeasy Kit Quiagen
podla protokolu odporac¢aného vyrobcom. Pred zaCiatkom prace bolo vycistené celé
laboratérium 70 % etanolom, dekontaminaénym roztokom RNaseZap a vyziarené spolu
s pomockami silnym zdrojom germicidneho UV ziarenia. Nasledne bol v digestore
pripraveny roztok RLT pufru s p-merkaptoetanolom na 30 vzoriek na jednu izoléciu,
priom na 12 ml RLT pufru bolo pridanych 120 ul B-merkaptoetanolu.

Vzorky kliestov boli vybrané z hlbokomraziaceho boxu a homogenizované
v2ml RNAse-free mikroskimavke s homogenizaénou gul'6¢kou 1,5 minuaty
v homogenizatore pri frekvencii 25 Hz /s. V pripade vzoriek obsahujucich stabiliza¢ny
roztok RNA later, bol tento odsaty apotom sa preslo k homogenizAcii.
Homogenizované vzorky boli poukladané do mraziacich stojanov a ku kazdej vzorke
bolo pridanych 400 pl roztoku RLT pufru s B-merkaptoetanolom. Vzorky boli opét’
homogenizované 1,5 minaty pri frekvencii 25 Hz/s. Mikroskimavky s homogenatmi
boli centrifugované po dobu 3 minut pri rychlosti 14000 rpm. K homogenatom bolo
pridanych 400 pl 70 % etanolu p.a. (per analysis). Obsah mikroskiimavky bol pomocou
Spicky s filtrom premiesany a cely prepipetovany na RNA kolénu umiestnend v 2ml
mikroskumavke. Vzorky boli nasledne centrifugované 15 s pri rychlosti 10 000 rpm.
Obsah spodnej mikroskimavky bol vyliaty a skimavka osuSena. Do kazdej kolonky
bolo pridanych 700 ul RW1 pufru a kolonky s mikroskimavkami boli centrifugované
15 sekind pri rychlosti 10 000 rpm. Obsah mikroskimavky bol opét vyliaty
a mikroskimavka osusena. Do koloniek bolo pridanych 500 pl RPE pufru a boli
centrifugované 15 spri rychlosti 10 000 rpm. Obsah spodnej mikroskimavky bol
vyliaty a mikrosktimavka osuSena ako v predchadzajucich krokoch. Do koloniek bolo
pridanych este raz 500 ul RPE pufru a vzorky boli centrifugované 2 minaty pri rychlosti
10 000 rpm. Spodna skimavka bola vyhodena a koldnka bola premiestnena do novej
suchej mikroskimavky. Nasledne boli vzorky nasucho centrifugované 1 minutu
prirychlosti 14 000 rpm. Kolonka bola premiestnena do sterilnej 1,5ml RNA-free
mikroskiimavky. Spi¢kou bez filtra bolo pridanych priamo na membranu kolénky 60 pl
vody zbavenej RNaz. Vzorky boli centrifugované 1 minatu pri rychlosti 10000 rpm.

Po ukonceni izolacie bola stanovena koncentracia izolovanej RNA spektrofotometricky
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pomocou Nanodropu (Implen Biotech), kde bol merany pomer vinovych dizok 260/280

nm. VVzorky izolovanej RNA boli uchovéavané pri — 80 °C.

4.4.2 Prepis do cDNA
Prepis izolovanej RNA do cDNA bol uskutoéneny pomocou iTaq™ Universal

Probes One Step kitu podl'a protokolu odporaé¢aného vyrobcom.

Najprv bola pripravena zmes Random Hexameruov, dNTP Mixu a vody
zbavene] nukleaz. Na 32 vzoriek bolo pouZitych 48 pl Random Hexamérov, 96 pl
dNTP Mixu a 312 pl vody zbavenej nukledz. Pripravena zmes bola rozpipetovana
po 14,25 pl do pripravenych oznacenych PCR-mikroskimaviek umiestnenych
v mraziacom stojane. Do kazdej mikroskimavky bolo pridanych 7,5 pl izolovanej
RNA. Vzorky boli prenesené do termocykléra, kde bola zmes templat-primer
denaturovana pri teplote 65 °C po dobu 5 minat a potom rychlo schladena na Tlade.
Nésledne bola pripravena PCR zmes pre 32 vzoriek obsahujica 192 ul R pufru, 24 pl
Ribolocku a48 pl RevertAid Reverse transkriptazy. Zmes bola rozpipetovana
do mikroskimaviek po 8,25 pl a kratko scentrifugovana. V termocykléri bol nastaveny
program pre reverznu transkripciu. Zmes bola inkubovana 10 min. pri teplote 25 °C,
60 min. pri teplote 42 °C a napokon 10 min. pri teplote 70 °C. Prepisana cDNA bola
skladovand do 24 hod. v chladni¢ke pri teplote 2-8 °C, v pripade dlhodobejSieho

skladovania bola ulozena do mrazni¢ky kde bola teplota -25 °C.

4.4.3 Ret’azova polymerazova reakcia — detekcia DNA patogénov

Na PCR amplifikaciu fragmentov génovych markerov  Specifickych
pre jednotlivé patogény: baktérie a jednobunkovce bol pouzivany pripraveny PCR
Master mix (5x FIREPol® Master Mix - s 12,5 mM MgCl,, Solis BioDyne, Estonia),
ktory pozostava z FIREPol® DNA polymerazy, reakéného pufra 5x Reaction Buffer B
0,4 M Tris-HCI, 0,1 M (NH.)2S0s4, 0,1 % w/v Tween-20, 12,5 mM roztoku MgCl; na
1x PCR solution — 2,5 mM MgCl, a zmesi nukleotidov 1 mM dNTPs z kazdého na 1x
PCR solution — 200 uM dATP, 200 uM dCTP, 200 pM dGTP a 200 puM dTTP. Do
kazdého PCR stripu bolo napipetovanych 5 pl Master mixu, 1 pl Specifickych reverse a
forward primerov (Tabulka ¢. 1) a 13 pl deionizovanej vody. Nasledne bolo pridanych
5 ul testovanej vzorky vo forme cDNA do kazdého stripu. V pripade negativnej
kontroly bolo do reak¢nej zmesi namiesto cDNA pridanych 5 pl deionizovanej vody.

Ako pozitivna kontrola boli pouzité vzorky, v ktorych uz bola potvrdena pritomnost
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daného patogénu, ktoré boli napipetované do stripov namiesto cDNA v objeme 5 pl.

Vysledny objem pre PCR amplifikdciu bol teda 25 pl. VSetky PCR reakcie prebiehali

v termocykléroch pri Specifickych teplotnych programoch (Tabulka €. 2).

Tabul’ka 1: Specifické primery pouzité na PCR

Patogén Primery Sekvencia DNA (5°-3") Gén Dizka Zdroj
fragment
u
A. msp2R ATGGAAGGTAGTGTTGGTTATGGTATT Membrane 334 bp Eberts
phagocytophilum ~ msp2F TTGGTCTTGAAGCGCTCGTA surface akol., 2011
protein 2
msp2
Babesia spp. Bn2 TAGTTTATGGTTAGGACTACG 18S rRNA 450 bp Casati
GTCTTGTAATTGGAATGATGG a kol., 2006
Bj1
B. burgdorferis.l. IgSa CGACCTTCTTCGCCTTAAAGC rrfA-rriB 222-255 Derdakova
1gSb AGCTCTTATTCGCTGATGGTA intergénovy  bp a kol., 2005
medzernik
5S-23S
Tabulka 2: Teplotné programy pouzité pri PCR jednotlivych patogénov
Patogén Inicidlna Denaturdcia  Anealing  PredlZovanie Kone¢na Stabilizacia
denaturacia DNA vldkna  polymerizécia DNA
A. 95°C/5 min 95°C/30s  55°C/30s  72°C/lmin 72°C/5 min 4°C/oo
phagocytophilum (35x) (35x) (35x)
Babesia spp. 95°C/5 min 94°C/30s  54°C/30s 72°C/40 s 72°C/5 min 4°C/o0
(35x) (35x) (35x)
B. burgdorferis.l.  94°C/5 min 94°C/15s  45°C/50 s 65°C/90 s 65°C/5 min 4°C/owo
(35x%) (35x%) (35x%)

4.4.4 Elektroforeticka vizualizacia PCR produktov

Na pripravu 1,5 % agar6zového gélu boli navazené 3 g agardzy, ktoré sa

rozpustili v200 ml 1x TAE pufru. Zmes bola v mikrovinnej rure ohrievana az
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do vy¢irenia roztoku. Po miernom vychladnuti bolo do roztoku pridanych 7 pl farbiva
GoodView. Pripraveny gél bol vyliaty do elektroforetickej vanicky a boli don
umiestnené hrebienky. Po stuhnuti gélu boli hrebienky opatrne vyiahnuté a gél bol
zaliaty 1x TAE pufrom. Do kazdej jamky bolo nanesenych 5 pl vzorky a na koniec
kazdého riadku boli nanesené 3 pul DNA rebrika (DNA Ladder 100 bp). Elektroforeticka
migracia bola spustena pri 120 V atrvala priblizne 20 minat. Vysledok bol

vizualizovany s pouzitim UV transluminatora.

Obrazok 16: Elektroforeticka separacia

4.4.5 Real-time PCR

Vzorky izolovanej RNA boli testované na pritomnost’ virusu kliestovej
encefalitidy metodou Real-time PCR. Pouzity bol protokol pre Real-time amplifik&ciu
TBEV podla Schweigera a Cassinottiho z roku 2003 s pouzitim komeréného Kkitu
pre Real-time PCR iScript universal Probes 1 step kit (Bio-Rad). Pripraveny bol master
mix obsahujuci iTaqg universal Probes reaction mix, RT Mix, F-TBEV primer, R-TBEV
primer, TBEV probu aRNAse-free vodu. Pipetované objemy a koncentracie
jednotlivych latok su uvedené v tabul’ke ¢. 3. Do kazdého stripu bolo napipetovanych
20 pl pripraveného mixu a nasledne pridanych 5 pl RNA. Do negativnej kontroly bolo

miesto RNA napipetovanych 5 pl deionizovanej vody. Pripravené stripy boli vlozené to
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real-time termocykléra, kde bol nastaveny Specificky teplotny program (vid’ tabul’ka ¢.
4).

Tabul’ka 3: Pipetované objemy na pripravu Master mixu pre Real-time PCR

Chemicka Pipetovany objem
latka pre 1 vzorku

Reaction mix 12,5 pul

RT Mix 0,625 pl
F-TBEV primer 1pl
R-TBEV primer 1pl
TBEV proba 1pl
Template RNA 5ul

RNA-free voda 3,875 pul
Vysledny objem 25 pl

Tabul'ka 4: Teplotné programy pouzité pri Real-time PCR

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
Inicialna denaturécia 50 10 min 1
Denaturécia 95 2 min 1
Hybridizacia 95 15s 40-45
Elongacia 60 60 s 40-45
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5 VYSLEDKY

V modelovej lokalite Slanské vrchy bolo za rok 2016 nazbieranych metddou
vlajkovania vegetacie 606 kliestov, roztriedenych do 68 poolov. Zber prebiehal pocas
vegetacnej sezony v obdobi od aprila do septembra v nadmorskych vyskach od 600
m.n.m do 870 m.n.m. Vsetky pozbierané klieste patrili do druhu Ixodes ricinus
v zastUpeni 537 nymf a 69 dospelych jedincov. Z kliestov boli vytvorené pooly (5
dospelych jedincov, resp. 10 nymf spolu), ktoré boli uchované v hlbokom mraze
pri teplote -80 °C do d’alsieho spracovania.

V experimentalnej cCasti prace bola z poolov izolovand RNA s pouzitim
komer¢ného kitu (Quiagen Rnase Mini Kit). Nésledne bola izolovana RNA prepisana
pomocou enzymu reverznej transkriptazy do cDNA, potrebnej pre PCR detekciu DNA
patogénov. S pouzitim druhovo-s$pecifickych primerov pre jednotlivé patogény boli
amplifikované vybrané Gseky génov, ktoré boli nasledne vizualizované s pomocou

horizontalnej elektroforézy a vyhodnotené v UV transluminatore.

Na zistenie pritomnosti Babesia spp. boli pouzité primery Bn2 a Bjl (Cassati
a kol., 2006) amplifikujuce fragment 18S rRNA. Z celkového poctu 68 poolov bol
patogén detegovany v 8 pooloch, ¢o predstavuje 11,76 % pozitivitu. Baktérie
z komplexu B. burgdorferi s.I. boli potvrdené v 20 pooloch, ¢o je 29,41 %. Ich
pritomnost’ bola zistena s pouzitim primerov IgSa a IgSb amplifikujdcich 222-255 bp
dihy fragment DNA (Derdakova a kol., 2003). Poslednym patogénom, na pritomnost’
ktorého boli klieste v pooloch testované, je intracelularna baktéria A. phagocytophilum.
Na jej detekciu boli pouzité primery msp2R a msp2F viaZzuce sa na oblast’ msp2 génu,
kddujaceho povrchovy protein (Elberts a kol., 2011). Pozitivnych poolov bolo 7, ¢o
predstavuje 10,29 % z celkového poctu testovanych poolov. Vysledky st zhrnuté

v tabulke ¢. 1.

Vzorky izolovanych RNA boli testované aj na pritomnost virusu kliestovej
encefalitidy pomocou metddy Real-time PCR s pouzitim komeréného kitu pre Real-
time PCR. Ako pozitivne vzorky sa pocitali tie, ktorych vrchna treshold hodnota bola
38. Z vySetrenych 68 poolov bolo na virus klieStovej encefalitidy pozitivnych 11
poolov, ¢o predstavuje 16,18 %. V pripade percentudlneho vyhodnotenia pozitivity

poolov na pritomnost TBEV prezentujeme vysledky ako hodnotu MIR (minimum
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infection rate), teda minimalna infek¢na davka, kde predpokladame, ze v kazdom poole

je virusom infikovany (minimalne) jeden kliest’.

Tabul’ka 5: Poéty pozitivnych poolov na jednotlivé patogény a percentualne vyjadrenie.

Patogén Pocet vySetrenych ~ Pocet pozitivnych Percentualne
poolov poolov vyjadrenie poctu
pozitivnych poolov
B. microti 68 8 11,76 %
B. burgdorferi s. . 68 20 29,41 %
A. phagocytophilum 68 7 10,29 %
TBEV 68 11 16,18 %

V suvislosti s nadmorskou vyskou bolo najviac kliestov nazbieranych
vo vyske 600 m.n.m (372 klieStov) aich pocet klesal so stupajucou nadmorskou
vySkou, najmenej klieStov bolo nazbieranych v nadmorskej vyske 700 m.n.m (16
kliest'ov). V najvysSej nadmorskej vyske, kde bol uskutociiovany zber (870 m.n.m) bolo
nazbieranych 37 kliestov a potvrdila sa pritomnost’ dvoch patogénov, Babesia spp.
a Borrelia burgdorferi s.l.. Vo vyske 600 m.n.m boli pritomné vSetky testované
patogény, z toho najviac B. burgdorferi s.I. a TBEV, ato v mnozstve po 8 pozitivnych
poolov. Vo vyske 700 m.n.m neboli potvrdené¢ ziadne patogény, ¢o modze byt
dosledkom nizkeho poctu nazbieranych kliestov v danej lokalite. O 50 m vyssie,
v nadmorskej vyske 750 m.n.m, vSak bolo nazbieranych az 78 kliestov, ¢o je treti
najvyssi pocCet a pritomné boli aj vSetky skiimané patogény Vv zlozeni: 3 pooly pozitivne
na pritomnost’ Babesia spp. a Borrelia burgdorferi s.l., jeden pool pozitivny na A.
phagocytophilum a2 pooly pozitivne na virus klieStovej encefalitidy. Vysledky st

zaznamenané v tabulke 2.

V niektorych pooloch sme zistili pritomnost’ viacerych patogénov stcasne,
konkrétne sa jednalo o nasledujuce kombinacie: 3 pooly pozitivne na pritomnost’
Babesia spp. a virus kliestovej encefalitidy, 3 pooly pozitivne na pritomnost’ Babesia
spp. aBorrelia burgdorferi s.l., 3 pooly pozitivne na pritomnost B. burgdorferi
a Anaplasma phagocytophilum. NajpocetnejSia kombinacia bola virus kliestovej
encefalitidy s baktériami z komplexu Borrelia burgdorferi s.l.,, ktorymi boli
koinfikované klieSte az v 4 pooloch. V 1 poole sa potvrdila pritomnost’ Babesia spp.

spolu s A. phagocytophilum. Podarilo sa nam zaznamenat v 2 pooloch dokonca
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koinfekciu tromi patogénmi: Borrelia burgdorfferi s.l., Babesia spp. a virus klieStovej
encefalitidy.

Tabulka 6: Poclty nazbieranych kliestov v réznych nadmorskych vyskach a pocty
poolov pozitivnych na testované patogény.

Nadmorska Pocet Pocet Pocet Pocet Pocet
vyska nazbieranych pozitivnych pozitivnych pozitivnych pozitivnych
) poolov na poolov na poolov na poolov na

[m.n.m] klieStov Babesia sp. Borrelia Anaplasmu TBEV

burgdorferi  phagocytophilum
s.l.

600 372 4 8 3 8
700 16 0 0 0 0
750 78 3 3 1 2
770 41 0 4 2 0
790 62 0 2 1 1
870 37 1 3 0 0

Sezonna dynamika klieStov na vegetacii bola jednovrcholova, s jarnym
vrcholom v méji (Graf 1), kedy bolo nazbieranych spolu 268 kliestov. Menej vyrazny
narast pocetnosti kliestov na vegetacii sledujeme v mesiacoch jul a september, kedy
bolo nazbieranych 79 a 81 kliestov. Naopak najmenej kliestov bolo nazbieranych
Vv juni, v pocte iba 29 jedincov, ¢o s najvySSou pravdepodobnost'ou suvisi s extrémne
suchym a teplym pocasim. Vys$ia pritomnost’ patogénov v klieStoch bola zaznamenana
v prvych mesiacoch vegetacného obdobia (april-mdj), vynimku ale tvori virus
kliestovej encefalitidy. Najviac pozitivnych kliestov bolo nazbieranych v septembri,
v poéte 6 pozitivnych poolov. KlieSte nazbierané v najteplejSich mesiacoch, v jali
a v auguste, boli infikované men$im poctom patogénov. Vysledky st zobrazené

v tabulke ¢. 3.
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Graf 1: Sezénna dynamika klieStov na vegetacii v lokalite Slanské vrchoy v roku 2016.
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Tabul’ka 7: Poéty nazbieranych kliestov v jednotlivych mesiacoch a pocty pozitivnych
poolov s hodnotou MIR (%)

Mesiac Pocet Pocet Pocet Pocet Pocet Pocet
zberu nazbieranych  poolov pozitivnych pozitivnych pozitivnych pozitivnych
kliestov poolov na poolov na poolov na poolov na
Babesia spp. Borrelia Anaplasmu TBEV
(MIR*) burgdorferi s.I.  phagocytophilum (MIR)
(MIR) (MIR)

April 111 14 0/14 (0 %) 7/14 (50 %) 4/14 (28,6 %) 0/14 (0 %)
Maj 268 28 4/28 (14,3 %) 10/28 (35,7 %) 2/28 (7,1 %) 4/28 (14,3 %)
Jin 29 3 1/3 (33,3 %) 1/3 (33,3 %) 1/3 (33,3 %) 0/3 (0 %)
Jul 79 9 0/9 (0 %) 0/9 (0 %) 0/9 (0 %) 1/9 (11,1 %)

August 38 4 1/4 (25 %) 1/4 (25 %) 0/4 (0 %) 0/4 (0 %)
September 81 10 2/10 (20 %) 1/10 (10 %) 0/10 (0 %) 6/10 (60 %)

*MIR (minimal infection rate) — minimalne percento nakazenych kliestov v poole.
Tento percentualny podiel sa vypocita ako (pocet pozitivnych poolov / celkovy pocet
testovanych poolov) x 100. MIR predpoklada, Ze pozitivny pool obsahuje iba jedného
nakazeného kliesta (www.msmosquito.com)
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6 DISKUSIA

V predlozenej bakalarskej praci sme sa zamerali na sledovanie sezénnej
dynamiky kliestov na vegetacii na vybranej lokalite Slanskych vrchov, v rdznych
nadmorskych vyskach a monitoring vyskytu vybranych DNA a RNA patogénov, ktoré
tieto krv cicajuce ¢lankonozce prenaSaju. Cielom bolo zhodnotit’ mieru infekéného

rizika pre Cloveka, pocas pohybu na uzemi, ktoré je turisticky zaujimavou oblast'ou.

V literature sa uvadza, ze v podmienkach strednej Europy je krivka sezonnej
aktivity kliestov z druhu I. ricinus dvojvrcholova (bimodalna) s maximami v jarnych
a jesennych mesiacoch (Jurasek akol., 1993). V poslednych rokoch sa vSak
vo viacerych  pripadoch  potvrdzuje  jednovrcholovd  (unimodalna)  krivka.
NajpravdepodobnejSie vysvetlenie je zvySovanie priemernych ro¢nych teplot a hlavne
teplejSie a suchSie letd. To sposobuje, ze jesenny vrchol aktivity postupne mizne
a vyraznejSie sa zachovava ten jarny. Na nami skimanej lokalite sme zaznamenali
taktiez iba jarny vrchol sezonnej dynamiky klieStov na vegetacii. V jesennych
mesiacoch bola dynamika vyskytu vyssia ako v lete, ale nebola ani zd’aleka tak vysoka
ako na jar. Mozeme teda konsStatovat’, ze na jesen bol viditelny uréity narast vyskytu

a aktivity kliestov na vegetacii, avSak nepokladame ho za vrchol.

Zmeny v pocetnosti populdcii T'udi a zvierat, v sposoboch vyuzivania pody,
Vv pol'nohospodarskych postupoch, zmeny charakteru biotopov a podnebi su hlavnymi

hnacimi silami vzniku a Sirenia infek¢nych choréb (Ogden a kol., 2016).

V klieStoch z vegetacie sme sa zamerali na molekularny skrining pritomnosti
bakterialneho pdvodcu novo sa objavujuceho ochorenia, granulocytarnej anaplazmozy,
majlceho zoondzny potencial. Ochorenie spdsobuju baktérie z rodu Anaplasma, ktoré
sU prenasané prave kliestom oby¢ajnym a cirkuluju v prostredi v dvoch samostatnych

enzootickych cykloch.

Po prvykrat na Slovensku bola A. phagocytophilum detegovana v kliestoch
l. ricinus Spitalskou a Kocianovou (2002). Odvtedy bolo na Slovensku publikovanych
niekol’ko desiatok prac, pojednavajucich o biologickych a epidemiologickych aspektoch
A. phagocytophilum. Vo vseobecnosti sa uvadza, Ze prevalencia baktérii v kliestoch
na vegetacii sa pohybuje od 0-6 %v zavislosti od lokality, pritomnosti hostitel'ov mikro-
a makro-klimatickych podmienok prostredia. Kompetentnymi hostite'mi

A. phagocytophilum v prirode st drobné cicavce a vysoka (hlavne srnéia a jelenia) zver.
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Podl’a studie Vichovej a kol. (2014) kde testovali jeleniu a srn¢iu zver na pritomnost’ A.
phagocytophilum, bola pozitivita 17,5 % u jelenej a 61,5 % u srncej zveri, Co poukazuje

na vyznamnu Ulohu vysokej zveri ako prirodzeného rezervoara baktérii.

V studii Pangracovej a kol. (2013), kde testovali klieSte nazbierané na 10
lokalitach vychodného Slovenska, bolo z celkového mnozZstva 670 vySetrenych kliestov
2,69 % kliestov I. ricinus, , pozitivnych na A. phagocytophilum. Podla stadie Vichovej
a kol. (2014) sa prevalencia A. phagocytophilum v kliestoch zbieranych v rokoch 2006
— 2011 na lokalite vychodného Slovenska pohybovala vrozmedzi 1,4% - 55 %.
Svitdlkova akol. (2015) sa zamerali na porovnanie poctu infikovanych kliestov
na dvoch vybranych lokalitdich v okoli Bratislavy, mestskej a prirodnej. Podla ich
vysledkov bol pocet kliestov infikovanych A. phagocytophilum vyrazne vyssi
v mestskej Casti. Celkova prevalencia A. phagocytophilum bola 5,1 %. V porovnani
s vyskumom Vaculovej a kol. (2019) sa prevalencia A. phagocytophilum zvysuje. Ich

vysledky ukazuju 5,9 % prevalenciu v rekreacnych oblastiach Bratislavy.

KedZe sme v naSej praci kvoli velkému poctu vzoriek netestovali jednotlivé
klieste, ale pracovali sme s poolmi, vysledky boli vyhodnotené v percentualnych
hodnotach pozitivnych poolov, ako hodnota MIR (minimum infection rate), kde sa
predpokladalo, Z7¢  minimalne jeden  kliest v poole bol infikovany
(www.msmosquito.com). V nami testovanom subore bolo pozitivnych na A.
phagocytophilum 10,29 % poolov (n = 68). V porovnani s minulymi rokmi sledujeme

narast prevalencie A. phagocytophilum na tzemi Slovenska.

Prvy huméanny pripad granulocytarnej anaplazmézy na Slovensku bol
zaznamenany Novékovou a kol. (2010) u 54-ro¢ného muza, ktory sa zGcastnil Studie
zameranej na vySetrenie slovenskych polovnikov a lesnikov ako rizikovej skupiny
populacie v suvislosti s granulocytarnou anaplazmoézou. Potrvdilo sa, ze A.
phagocytophilum je baktéria so zoonéznym potenciadlom, ktora méze vyvolat’ zavazné
ochorenia T'udi a zvierat. Monitoring vyskytu a prevalencie vo vektoroch je vyznamny

z hl'adiska odhadu rizika pre ¢loveka a naslednych preventivnych opatreni.

Baktérie z rodu Babesia su vnutrobunkové krvné parazity prenasané klieStami,
ktoré spdsobuju ochorenie babezidézu. Druhy v rdmci Babesia sa liSia svojou virulenciou
aj zoondznym potenciadlom a mozu spdsobit’ babeziézu u I'udi aj zvierat. Na Slovensku

boli od roku 1991 zaznamenané tri pripady humannej babezidzy a viaceré pripady
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nakazenych psov (Majlath a Majlathova, 2015). V poslednych rokoch sa objavuju
publikécie s popismi novych druhov, ktoré doposial’ neboli zaznamenané, pripadne sa
Siria z inych oblasti, napriklad Babesia gibsoni, Babesia microtii ai. Zaroven vsak
sledujeme aj miznutie niektorych druhov, ktoré sa v minulosti vyskytovali na naSom
Uzemi omnoho CastejSie. Za vSetky moZzeme spomenut’ napriklad Babesia divergens,
povodcu babezidzy/krvomocenia hovadziecho dobytka, ktora bola veterindarnym
problémom hlavne v 50tych rokoch minulého storo¢ia, avSak postupne pozorujeme jej
Ubytok na Uzemi Slovenska (Vichova, osobné zdelenie). Z toho dévodu je nevyhnutny
lokalny monitoring na zaznamenanie vyskytu novych parazitov a mozného ochorenia

zvierat aj l'udi.

Blanarova a kol. (2016) potvrdili pritomnost’ babézii v hlodavcoch odchytenych
na Uzemi vychodného Slovenska, ¢o znaci ze drobné cicavce zohravaju ddlezitu ulohu
v zivotnom cykle niektorych druhov babézii (Babesia microti), ako rezervoarovi
hostitelia. Podla vysledkov vyskumu Hamsikovej a kol. z roku 2016, kde vySetrovali
klieSte nazbierané pocas rokov 2011-2013 v pohori Malych Karpat na zapadnom
Slovensku, bola prevalencia Babesia spp. Vv kliestoch I. ricinus nazbieranych pocas
dvoch rokov 6,6 %. V pohori Slanskych vrchov v roku 2016 sme zaznamenali 11,76 %

Babesia spp. pozitivnych poolov.

Kliestova encefalitida je virusova ndkaza Cloveka prenaSana kliesStami, ktora
postihuje centrdlnu nervovu sustavu. Povodcom nédkazy je RNA arbovirus, patriaci
do ¢elade Flaviridae. Pocet ochoreni klieSt'ovej encefalitidy na Slovensku sa pohyboval
v rokoch 1976-1993 medzi 20 a 75 pripadmi ro¢ne. Od roku 1993 ma v8ak chorobnost’
stipajuci trend. Coraz CastejSie si pozorované pripady alimentarnej nékazy, ked’ sa
I'udia nakazili konzumaciou nepasterizované¢ho kravského, kozieho i ovCieho mlieka.
Virus sa udojnych zvierat objavi v mlicku na druhy az treti den po napadnuti
infikovanym kliestom a jeho vyluovanie trva 3 az 7 dni (Kerlik akol. 2018).
V sticasnosti je pomerne malo dat o cirkulacii virusu klieStovej encefalitidy v kliestoch,
¢omu by mohol pomoct” monitoring vyskytu kliestov v oblastiach s vysokym poctom

pripadov kliestovej encefalitidy.

Poslednym patogénom, na ktorého pritomnost’ boli testované nami nazbierané

klieste boli gramnegativne baktérie z komplexu Borrelia burgdorferi s. I., spésobujuce
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vazne multisystémové ochorenie nazyvané lymska boreliéza. Tato infekénéd choroba je

najcastejSou chorobou prenasanou kliestami v Eurdpe.

Nérast vyskytu lymskej borelidzy akliestovej encefalitidy je s velkou
pravdepodobnostou ¢iasto¢ne spdsobeny Sirenim a zvacSovanim sa populacii I. ricinus.
Podl'a Spronga akol. (2018) rozSirovanie a vytvaranie ekologickych sieti naprie¢
Eurdpou nie je vyhodné iba pre zver a rastlinstvo, ale taktieZ pre ektoparazity a S nimi
spojené patogény a parazity, umoziujice im l'ahSie udrzanie sa v prirode a $irenie
do novych lokalit. Vyskum Schuchinovej a kol. (2015) dokazuje, ze nadmorska vyska je
dolezitym faktorom pri vyvoji epidemiologickej situacie kliestovej encefalitidy: ¢im
vySSia je nadmorska vySka, tym menSia je pocetnost/abundancia vektorov. AvSak
Vv poslednych rokoch sa so zmenami klimy zvySuje prirodzena hranica vyskytu kliestov,
aj nimi prenosnych patogénov, a ich pritomnost’ bola dokazana aj v nadmorskej vyske
nad 1000 m.n.m (Taragelova a kol., 2016). Podl'a naSich vysledkov bolo 16,18 %
(n=11/68) poolov pozitivnych na pritomnost’ virusu kliestovej encefalitidy. Najviac
pozitivnych poolov, az 8, bolo nazbieranych v najnizsej nadmorskej vyske zberu (600
m.n.n). S nadmorskou vyskou klesal pocet pozitivnych vzoriek, ¢o sa zhoduje

s vysledkami publikacie od Schuchinovej a kol. (2015).

Je jednoznacné, Ze epidemioldgia niektorych choréb sp6sobenych vektormi
prenasanymi patogénmi a parazitmi sa Vv poslednych desatroCiach zmenila. Niektoré
klimatické modely poukazuji na mozny geograficky posun vektorov chordb

a patogénov v spojeni s otepl'ovanim klimy (Andersen, 2017).

Zaujimavé data boli publikované Ceskymi kolegami. Distriblcia 1. ricinus
v horskych regiénoch Ceskej republiky bola §tudovana na rovnakych lokalitich od roku
1950. Zber kliestov zrokov 1950 a 1981 dokazal, Ze klieSte neboli pritomné
na miestach polozenych vyssie ako 700 m.n.m. Ked bol zber vykonany na rovnakych
lokalitach v rokoch 2001, 2002 a 2003, vyskyt kliestov bol potvrdeny az do vysky 1250
m.n.m (Materna a kol., 2005). Podl'a prieskumu Vonesch a kol. (2016) sa geograficka
distribucia klieStami prendSanych choréb od roku 1980 zmenila. KlieSte su teraz
nachadzané vo vysSie polozenych miestach, kde pred tym roc¢né obdobia boli prili§
kratke alebo chladné pre ich preZzitie. Na Slovensku Majlathovad zaznamenala klieSte
I. ricinus vo Velkej Fatre vnadmorskej vyske nad 1400 m nad morom (osobné

zdelenie).
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Monitorovanie vektorov $iriacich patogény, ktoré spdsobuju vazne ochorenia
ma globalny vyznam a to nie len pre l'udské zdravie, ale aj z hl'adiska zdravia zvierat
(Tomassone 2018). Ztoho dbvodu su lokalne vyskumy nevyhnutné na posudenie
vyskytu, druhovej diverzity a abundancie novych parazitov a mozného rizika vzniku

a Sirenia chordb l'udi a zvierat.
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7 ZAVER

Bakalarska praca bola zamerana na Stadium vyskytu a sezonnej dynamiky
kliest'ov Ixodes ricinus na modelovej lokalite Slanské vrchy na vychodnom Slovensku
s dérazom na detekciu vyskytu a druhovej diverzity kliestami prenaSanych patogénov
s pouzitim molekulovo-genetickych metdd na baze PCR. Nase vysledky potvrdili, Ze
v $tudovanej lokalite ma vyskyt kliestov I. ricinus jednovrcholovi sezénnu dynamiku
s vrcholom v méji, priCom najvyssi bod s vyskytom kliestov bol v nadmorskej vyske
870 m. n. m.

Vyskyt klieStami prenaSanych patogénov s narastajicou nadmorskou vyskou
klesa, ale oproti minulym rokom sa hranica ich vyskytu postva do vysSich poléh. V
nami vySetrenych kliestoch I. ricinus sme potvrdili pritomnost’ A. phagocytophilum,
Babesia spp. a baktérii z komplexu Borrelia burgdorferi s. 1., ako aj virusu kliestove;j
encefalitidy. Na Studovanej modelovej lokalite boli najviac rozSirenymi kliestami
prenosnymi patogénmi prave pévodcovia lymskej borelidzy a kliestovej encefalitidy,
ktoré st vel'mi vyznamné z epidemiologického hladiska. Vyskyt povodcov boreliozy
a anaplazmdzy v tejto oblasti je tiez vyznamny z hl'adiska mozného prenosu na ludi
a zvierata. Ked’ze Slanské vrchy su obl'ibenou turistickou lokalitou s vel'kym pohybom
I'udi, existuje riziko ich nakazenia sa tymito patogénmi. VysSia pritomnost’ patogénov
Vv kliestoch bola zaznamenana v prvych mesiacoch vegetacného obdobia (april-maéj)

s vynimkou virusu kliestovej encefalitidy, ktorého vyskyt kulminoval v septembri.

Z hl'adiska ochrany zdravia I'udi a zvierat pred nakazenim je v endemickych
oblastiach vyskytu kliestov nevyhnutné pravidelne aplikovat’ repelentné a akaricidne
pripravky pocas celého obdobia aktivity kliestov. Vel'mi ddlezitd je spravna aplikacia
pripravku podla odportcania vyrobcu a pravidelna reaplikacia pocas pobytu v prirode.
Je vhodné volit’ tiez spravne obleCenie, ktoré zabrani preniknutiu kliesta na kozu
a dokladna kontrola tela po navrate z prirody spojena s v€asnym odstranenim kliest'a,

ktoré znizuje riziko prenosu patogéna do hostitela.

Bakalarska praca poukazuje na dolezitost’ a potrebu neustaleho monitorovania
kliestov a nimi prenaSanych povodcov chordb v ohniskach s endemickym vyskytom.
Molekulovo-genetické metody na baze PCR su vhodnym nastrojom na ur¢enie druhovej
skladby klieStami prenosnych patogénov, ¢im poskytuju dolezité epidemiologické
udaje, ktoré mozu prispiet’ k zefektivneniu programu prevencie pre ochranu zdravia
zvierat a l'udi.

38



8 LITERATURA

ANDERSEN L. K., DAVIS M. D. (2017): Climate change and the epidemiology of
selected tick-borne and mosquito-borne diseases: update from the International Society
of Dermatology Climate Change Task Force. International Journal of Dermatology
56(3): 252-259

APPEL, M.J.G., ALLAN, S., JACOBSON, R.H., LAUDERDALE, T.L., CHANG, I.F.,
SHIN, S.J., THOMFORD, JW., TODHUNTER, R.J., SUMMERS, B.A. (1993):
Experimental Lyme disease in dogs produces arthritis and persistent infection. Journal
of Infectious diseases 167: 651-664

BARTUNEK P. (1996): Lymeské borelidza. Praha: Grada Publishing

BATTSETSEG B., LUCERO S., XUAN X., CLAVERIA F., BYAMBAA B,
BATTUR B., BOLDBAATAR D., BATSUKH Z., KHALIUNAA T., BATTSETSEG
G., IGARASHI I., NAGASAWA H. , FUJISAKI K. (2002): Detection of equine
Babesia spp. gene fragments in Dermacentor nuttalli Olenev 1929 infesting mongolian
horses, and their amplification in egg and larval progenies. Journal of Veterinary
Medical Science 64: 727-730

BLANAROVA L., STANKO M., CARPI G., MIKILISOVA D., VICHOVAB.,
MOSANSKY L. BONA M., DERDAKOVA M. (2014):
Distinct Anaplasma phagocytophilum genotypes associated with Ixodes trianguliceps
ticks and rodents in Central Europe. Ticks and Tick Borne Diseases 5(6): 928-938

BLANAROVA L., STANKO M., MIKILISOVA D., VICHOVA B., MOSANSKY L.,
KRAJLIK J., BONA M., DERDAKOVA M. (2016): Presence of Candidatus
Neoehrlichia mikurensis and Babesia microti in rodents and two tick species (Ixodes

ricinus and Ixodes trianguliceps) in Slovakia. Ticks Tick Borne Dis 7(2): 319-326

BLANCO J.R.,OTEO J.A. (2002): Human granulocytic ehrlichiosis in Europe. Journal
of Clinical Microbiology & Infectious Diseases 8: 763-772

BRAUN F.O., PLEWIG G., WOLFF H.( 2001): Dermatoldgia a veneroldgia. Osveta
151

39



BULLOVA E., LUKAN M., STANKO M., PETKO B. (2009): Spatial distribution of
Dermacentor reticulatis in Slovakia in the beginning of 21th century. Veterinary
Parasitology 165: 357-360

BURKOT T.R., MAUPIN G.O., SCHNEIDER B.S., DENATALE C., HAPP C.M.,,
RUTHERFORD J.S., ZEIDNER N.S. (2001) Use of a sentinel host system to study the
questing behavior of Ixodes spinipalpis and its role in the transmission of Borrelia
bissettii, human granulocytic ehrlichiosis, and Babesia microti. American Journal of
Tropical Medicine and Hygiene 65: 293-299

BURRASCANO J.J. (2005): Diagnostic hints and treatment guidelines for lyme and
other tick borne illnesses. Advanced topics in Lyme disease 33

BURRI C., CADENAS M., DOUET V., GERN L. (2007): Ixodes ricinus density and
infection prevalence of Borrelia burgdorferi sensu lato along a North-facing altitudinal
gradient in the Rhone Valley (Switzerland). Vector borne zoonitotic diseases7(1): 50-58

CANTU A., ORTEGA S. JA., MOSQUEDA J., GARCIA-VAZQUEZ Z., HENKE
S.E., GEORGE J.E. (2007): Immunologic and molecular identification of Babesia bovis
and Babesia bigemina in free-ranging white-tailed deer in northern Mexico. Journal of
Wildlife diseases 43: 504-507

CARCY B., PRE'CIGOUT E., SCHETTERS T., GORENFLOT A. (2006): Genetic
basis for GPl-anchor merozoite surface antigen polymorphism of Babesia and resulting

antigenic diversity. Veterinary Parasitology 138: 33-49

CASATI S., SAGER H., GERN L., PIFFARETTI J. C. (2006) Presence of potentially
pathogenic Babesia sp. for human in Ixodes ricinus in Switzerland. Annals of
Agricultural and Environmental Medicine 13(1): 65-70

COMSTOCK L. E., THOMAS D. D. (1989) Penetratin of endotelial cell monolayers by
Borrelia burggdorferi. Infection and Immunity 57: 1626-1628

CRIADO-FORNELIO A., MARTINEZ-MARCOS A., BULING-SARA NA A,
BARBA-CARRETERO J.C. (2003): Molecular studies on Babesia, Theileria and
Hepatozoon in southern Europe. Part 1. Epizootiological aspects. Veterinary
parasitology 113(3-4): 189-201

CERNY, V. (1972): The tick fauna of Czechoslovakia. Folia Parasitologica 19: 87-92

40



DANIELOVA V., KLIEGROVA S., DANIEL M., BENES C. (2008a): Influence of
climate warming on tickborne encephalitis expansion to higher altitudes over the last
decade (1997-2006) in the Highland Region (Czech Republic). Central European Jornal
of Public Health 16(1): 4-11

DANIELS T.J.,, BATTALY G.R., LIVERIS D., FALCO R.C., SCHWARTZ I. (2002):
Avian reservoirs of the agent of human granulocytic ehrlichiosis. Emerging Infectious
Diseases 8: 1524-1525

DE LA FUENTE J., TORINA A., NARANJO V., CARACAPPA S., DI MARCO V.,
ALONGI A., RUSSO M., MAGGIO A.R., KOCAN K.M. (2005): Infection with
Anaplasma phagocytophilum in a seronegative patient in Sicily, Italy: Case report.

Annals of Clinical Microbiology and Antimicrobial 4: 15

DERDAKOVA M., HALANOVA M., STANKO M., STEFANCIKOVA A,
CISLAKOVA L.,PETKO, B. (2003b): Molecular evidence for Anaplasma
phagocytophilum and Borrelia burgdorferi sensu lato in Ixodes ricinus ticks from

eastern Slovakia. Annals of Agricultural and Environmental Medicine 10: 269-271

DERDAKOVA M., LENCAKOVA D. (2005): Association of genetic variability within
the Borrelia burgdorferi sensu lato with the ecology, epidemiology of Lyme borreliosis

in Europe. Annals of Agricultural and Environmental Medicine 12(2): 165-172

DUMLER J. S., BARBET A. F., BEKKER C. P. J., DASCH G. A., PALMER G. H.,
RAY S. C., RIKIHISA Y., RURANGIRWA F. R. (2001): Reorganization of genera in
the families Rickettsiaceae and Anaplasmataceae in the order Rickettsiales: unification
of some species of Ehrlichia with Anaplasma, Cowdria with Ehrlichia and Ehrlichia
with Neorickettsia, descriptions of six new species combinations and designation of
Ehrlichia equi and “HGE agent® as subjective synonyms of Ehrlichia phagocytophila.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 51: 2145-2165

DUMLER J.S., CHOI K.S., GARCIA-GARCIA J.C., BARAT N.S., SCORPIO D.G,,
GARYU J.W., GRAB D.J., BAKKEN J.S. (2005): Human granulocytic anaplasmosis
and Anaplasma phagocytophilum. Emerging Infectious Diseases 11: 1828-1834

EBERTS M. D., VISSOTTO DE PAVIA DINIZ P. P., BEALL M. J., STILLMAN B.
A., CHANDRASHEKAR R., BREITSCHWERDT E. B. (2011): Typical and atypical

41



manifestation of Anaplasma phagocytophilum infection in dogs. Journal of the

American Animal Hospital Association 47(6):86-94

EGYED L., ELO P., STRETER L. (2012): Seasonal activity and tick-bornepathogen
infection rates of Ixodes ricinus in ticks in Hungary. Ticks and tick-borne diseases 3:
90-94

FILIPPOVA N. A. (1977): Ixodid ticks of subfamily Ixodinae. Fauna SSSR

FOLEY J.E., FOLEY P., MADIGAN J.E. (2001): Spatial distribution of seropositivity
to the causative agent of granulocytic ehrlichiosis in dogs in California. American
Journal of Veterinary Research 62: 1599-1605

GARNHAM P.C.C., BRAY R.S. (1959): The susceptibility of the higher primates to
piroplasms. Journal of Protozoology 6: 352-355

GELPI E., PREUSSER M., GARZULY F., HOLZMANN H., HEINZ F. X., BUDKA H
(2005): Visualization of Central European tick-borne ecephalitis infection in fatal

human cases. Journal of Neuropathology and Experimental Neurology 64(6): 506-512

GERN L., HUMAIR.F. (2002): Ecology of Borrelia burgdorferi sensu lato in Europe.
In GRAY, KAHL JS., LANE O., STANEK R.S: Lyme Borreliosis: Biology,
Epidemiology and Control, Wallingford: CABI Intertnational, 2002. 149-174

GERN L., RAIS O. (1996) Efficient transmission of Borrelia burgdorferi between co-
feeding Ixodes ricinus ticks (Acari: Ixodidae). Journal of Medical Entomology 33: 189 -
192

GOETHERT H. K., TELFORD S. R. (2003): What is Babesia microtii? Journal of
Parasitology 4: 301-309

GOLDOVA M., LETKOVA V. (2004): Ektoparazity zvierat a ¢loveka. Zaklady

veterinarnej parazitolégie. 12-17

GRARD G., MOREAU G., CHARREL R. (2007): Genetic characterization of tick-
borne flavivirus : New insights into evolution, pathogenic determinants and taxonomy.
Virology 361: 80-92

42



GRAY J.S., WEISS L.M. (2008): Babesia microti. In Emerging protozoan pathogens.
Taylor and Francis, Abingdon. UK. 303-349

HAMSIKOVA Z., KAZIMIROVA M., HARUSTIAKOVA D., MAHRIKOVA L.,
SLOVAK M., BERTHOVA L., KOCIANOVA E., SCHNITTGER L. (2016): Babesia
spp. in ticks and wildlife in different habitat types of Slovakia. Parasits and vectors 9(1):
292

HILLYARD P.D. (1996): Ticks of North-West Europe. In Synopses of the British
Fauna BARNES, R.S.K., CROTHERS J.H. Field Studies Council. Shrewsbury. 52: 178

HOMER M.J., GUILAR-DELFIN 1., TELFORD S.R., KRAUSE P.J., PERSING D.H.
(2000): Babesiosis. Clinical Microbiology 13: 451-469

HULINSKA D., LANGEROVA K., PEJICOCH M., PAVLASEK 1.( 2004): Detection
of Anaplasma phagocytophilum in animals by real-time polymerase chain reaction. Acta
Pathologica, Microbiologica et Immunologica Scandinavica 112: 239-247

HUNFELD K.P., HILDEBRANDT A., GRAY J.S. (2008): Babesiosis: Recent insights

into an ancient disease. International Journal of Parasitology 38:1219-1237

CHEN S.M., DUMLER J.S., BAKKEN J.S., WALKER D.H. (1994): Identification of a
granulocytotropic Ehrlichia species as the etiologic agent of human disease. Journal of
Clinical Microbiology 32: 589-595

Inra Science and Impact. [online] [navSivené 28.2.2019] Dostupné z
http://lwww.inra.fr/en/Scientists-Students/Animal-biology/All-reports/Tick-fighting-

tactics

JEFFERIES R., RYAN U.M., MUHLNICKEL C.J., IRWIN P.J. (2003): Two species of
canine Babesia in Australia: detection and characterization by PCR. Journal
of.Parasitology 89: 409 - 412

JURASEK V., DUBINSKY P. (1993): Veterinarna parazitologia. 382 ISBN 80-07-
00603-6: 382

KAISER R. (1996): Tick-borne encephalitis in southwestern Germany. Infection 24(5):
398-399

43


http://www.inra.fr/en/Scientists-Students/Animal-biology/All-reports/Tick-fighting-tactics
http://www.inra.fr/en/Scientists-Students/Animal-biology/All-reports/Tick-fighting-tactics

KERLIK J, AVDICOVA M., STEFKOVICOVA M., TARKOVSKA V.
PANTIKOVA M., MOLCANYI T., MEZENCEV R (2018): Slovakia reports highest
occurrence of alimentary tick-borne encephalitis in Europe: Analysis of tick-borne
encephalitis outbreaks in Slovakia during 2007-2016. Travelel Medicine and Infectious
Disease 26: 37-42

KMETY E. (1983): Epidemioldgia. Martin: Osveta

KURTENBACH K., PEACEY M., RIJIPKEMA G., HOODLES A.N., NUTTALL P.A,,
RANDOLPH S.E. (1998): Differential transmission of the genospecies of Borrelia
burgdorferi sensu lato by game birds and small rodents in England. Applied and
Environmental Microbiology 64: 1169-1174

LABUDA M., AUSTYN J. M., ZUFFOVA E., KOZUCH O., FUCHSBERGER N.,
LYSY J., NUTTALL P. A. (1996): Importance of localized skin infection in tick-borne
encephalitis virus transmission. Virology 219(2):357-366

LAMBIN E., TRAN A., VANWAMBEKE S. (2010): Pathogenic landscapes:
Interactions between land, people, disease vectors and their animal hosts Internation

jourmal od health geographics 9: 54

LUO J, CHEN F.,, LU W., GUAN G., MA M., YIN H. (2003): Experimental
transmission of an unnamed bovine Babesia by Hyalomma spp., Haemaphysalis

longicornis and Boophilus microplus. Veterinary Parasitology 116: 115-124

MADIGAN J.E. (1993): Equine ehrlichiosis. Veterinary Clinics of North America:
Equine Practice 9: 423-428

MAJLATH A MAJLATHOVA (2015): Atlas kliestov Slovenska, vydanie prvé,

Parazitologicky ustav KoSice

MAJLATHOVA V., MAJLATH 1., DERDAKOVA M., VICHOVA B., PETKO B.
(2006): Borrelia lusitaniae and Green lizards (Lacerta viridis), Karst region, Slovakia.

Emerging Infectious Diseases 12: 1895-1901

44



MANDL C. W., ECKER M., HOLZMANN H., KUNZ C., HEINZ F. X. (1997):
Infectious cDNA clones of tick-borne encephalitis virus European subtype prototypic
strain Neudoerfl and high virulence strain Hypr. Journal of General Virology 5: 1049-
1057

Marin/Sonoma Mosquito and vector control district. [online] [navstivené 28.3.2019]
Dostupné

z https://www.msmosquito.com/sites/default/files/documents/Helig_ PCRBorrelia.pdf

MATERNA J, DANIEL M., KRIZ B., DANIELOVA V. RUDENKO N.,
HOLUBOVA J.,, SCHWARZOVA L., GOLOVCHENKO M. (2005): Occurence of
ticks infected by tickborne encephalitis virus and Borrelia genocpecies in mountains of
the czech Republic. Euro surveillance 10(3)

MC KENNA P., CLEMENT J., VAN DIJCK D., LAUWERIS M., CAREY D., VAN
DEN BOGAARD T., BIGAIGNON G. (1995): Canine Lyme disease in Belgium. The
Veterinary Record 136: 244-247

MICKIENE A., LAISKONIS A., GUNTHER G., VENE S., LUNDKVIST A,
LINQUIST L. (2002): Tickborne encephalitis in area of high endemicity in Lithuania:

disease severity and long-term prognosis. Clinical Infectious Diseases 35(6): 650-658

NOVAKOVA M., VICHOVA B., MAIJLATHOVA V. LESNAKOVA A,
POCHYBOVA M., PETKO B. (2010): First case of human granulocytic anaplasmosis
from Slovakia. Annals of Agricultural and Environmental Medicine 17(1): 173-175

OGDEN N. H. (2016): Vector-borne disease, climate change and urban design. Canada
Communicable Disease Report 42(10): 202

OGDEN N.H., NUTTALL P.A., RANDOLPH S.E. (1997): Natural Lyme disease
cycles maintained via sheep by co-feeding ticks. Parasitology 115: 591-599

PANGRACOVA L., DERDAKOVA M., PEKARIK L., HVISCOVA 1., VICHOVA B.,
STANKO M., HLAVATA H., PETKO B. (2013): Ixodes ricinus abundance and ist
infection with the tick-borne pathogens in urban and suburban areas od Eastern
Slovakia. Parasites and Vectors 6(1): 238

45


https://www.msmosquito.com/sites/default/files/documents/Helig_PCRBorrelia.pdf

PARKER J.L., WHITE K.K. (1992): Lyme borreliosis in cattle and horses: a review of
the literature. Cornell Veterinarian 82: 253 — 274

PETKO B., MAJLATHOVA V.( 2005): Klieste v podmienkach globalnych zmien.
Kapitola z :Vybrané kapitoly zo vSeobecnej parazitologic. Dubinsky P. a kol.,
SPAKULOVA M. (ed): Kosice. Parazitologicky tGistav SAV. 115-133

PETKO B., CERNy V., JURASEK V. (1991): Parasite-host relationship of the tick
Ixodes trianguliceps and coincidence of its ecological niches with thosse od Ixodes
ricinus. Modern Acarology. Academia Prague: 455-460

PHILLIPS R.S. (1984): Babesia divergens in splenectomised rats. Research in
Veterinary Science 36: 251-255

POSTIC D., GARNIER M., BARANTON G. (2007): Multilocus sequence analysis od
atypical Borrelia burgdorferi sensulato isolates — Description od Borrelia californiensis
sp. nov., and genospecies. Journal of Medical Micorbioly 4: 263-271

RIEG S., SCHMOLDT S., THEILACKER CH., DE WITH K., WOLFEL S., V KERN
W., DOBLER G. (2011): Tick-borne lymphadenopathy (TIBOLA) acquired

Southwestern Germany. BMC Infectious Diseases 11: 167

RICHTER D., SCHLEE D.B., ALLGOWER R., MATUSCHKA F.R. (2004):
Relationship of a novel Lyme disease spirochete, Borrelia spielmani sp. nov., with its

hosts in central Europe. Applied and Environmental Microbiology 70: 6414-6419

RIKIHISA Y. (1991): The tribe Ehrlichieae and ehrlichial diseases. Clinical
Microbiology Reviews 4: 286-308

RUDZINSKA M.A.,, SPIELMANA., LEWENGRUB S., PIESMAN J,
KARAKASHIAN S. (1982): Penetration of the peritrophic membrane of the tick by
Babesia microti. Cell and Tissue Research 221: 471-481

RUZEK D. (2015): Tick-borne encefalitis - pathogenesis and -therapeutic approaches.
Epidemiologie, Mikrobiologie a Imunologie (czech rewiev) 64(4): 204-209

SAINZ A, ROURE X. MIRO G., ESTRADA-PENA A., KOHN B., HARRUS S.,
SOLANO-GALLEGO L. (2015): Guideline for veterinary practivioners on canine

ehrlichiosis and anaplasmosis in Europe. Parasites and Vectors 8:75

46



SHAPIRO (2014): Borrelia burgdorferi (Lyme disease). Pediatrition revue. 35(12):
500-509

SCHUCHINOVA L. D., KOZLOVA 1. V., ZLOBIN V. 1.(2015): Influence of altitude
on tick-borne ecephalitis infection risk in the natural foci of the Altai Republic,
Southern Siberia. Ticks and Tick Borne Diseases 6(3): 322-329

SOLANO-GALLEGO L., SAINZ A., ROURA X., ESTRADA-PENA A., MIRO G.
(2016): A review of canine babesiosis: the European perspective. Parasites and Vectors
9:336

Spirochetes ~ unwound. [online] [navstivené 28.2.2019] Dostupné z

http://spirochetesunwound.blogspot.com/2009/02/viewing-arrangement-of-borrelia.html

SPRONG H., AZAGI T., HOOMSTRA D., NJJHOF AM., KNORR S., BAARSMA
ME., HOVIUS JW. (2018): Control of Lyme borreliosis and other Ixodes ricinus-borne
diseases. Parasites and Vectors 11(1): 145

STANEK G., STRLE F., GRAY J., WORMSER G.P. (2002): History and
characteristics of Lyme borreliosis. In Gray J, Kahl O, Lane RS, Stanek G (Hrsg) Lyme

borreliosis biology, epidemiology and control 5-16

STRLE F. (2004) Human granulocytic ehrlichiosis in Europe. International Journal of
Medical Microbiology 293: 27-35

STUEN S. (2013): Anaplasma phagocytophilum-the most widespread tick-borne

infection in animals in Europe. Veterinary Research Communications 31:79-84

SVITALKOVA Z., HARUSTIAKOVA D., MAHRIKOVA L., BERTHOVA L.,
SLOVAK M., KOCIANOVA E. KAZIMIROVA M. (2015): Anaplasma
phagocytophilum prevalence in ticks and rodents in an urban and natural habitat in

South-Western Slovakia. Parasites and Vectors 8: 276

SZYMANSKI S. (1987): Seasonal activity of Dermacentor reticulatus (Fabricius,
1794) (Acarina, Ixodidae) in Poland. Acta Parasitologica Polonica. 29: 247-255

SKARDOVA 1, SKARDA J, SESZTAKOVA E. STEFANCIKOVA A,
DERDAKOVA M., PETKO B. (2001): Aktualne problémy v diagnostike lymskej

47


http://spirochetesunwound.blogspot.com/2009/02/viewing-arrangement-of-borrelia.html

boreliézy u zvierat. In Kliestami prenaSané infekéné choroby a iné zoondzy, Zbornik
z konferencie so zahrani¢nou G¢astou. Kosice. ed. PETKO B., JURIS P. 50-52

SPITALSKA E., KOCIANOVA E. (2002): Agents of Ehrlichia phagocytophila gropu
and other microoganisms co-infecting tick in southwestern Slovakia. Acta Virologica
46(1): 49-50

STEFANCIKOVA A., ADASZEK L., PETKO B., WINIARCZYK S., DUDINAK V.
(2008a): Serological evidence of Borrelia burgdorferi sensu lato in horses and cattle
from Poland and diagnostic problems of Lyme borreliosis. Annals of Agricultural and
Environmental Medicine.15: 37-43

STEFANCIKOVA A., DERDAKOVA M., MAJLATHOVA V., LENCAKOVA D.,
BOLDIZAR M., STANKO M., PETKO B. (2005): Coincidence of Borrelia burgdorferi
sensu lato and Anaplasma in free-living, domestic and farm animals from eastern
Slovakia,. In Venglovsky J. (eds), Ecology and Veterinary Medicine VI., Proceeding,
Kosice. 51-57

TARAGELCOVA V., KOCI J., HANINCOVA K., OLEKSAK M., LABUDA M.
(2005): Songbirds as hosts of ticks (Acari:Ixodidae) in Slovakia. Biologia 60: 529-537

TARAGECOVA V., MAHRIKOVA L., SELYEMOVA D., VACLAV R,
DERDAKOVA M. (2016): Natural foci of Borrelia lusitaniae in mountain region of
Central Europe. Ticks and Tick Borne Diseases 7(2): 350-356

TALLEKLINT L., JAENSON T.G. (1994): Transmission of Borrelia burgdorferi s.l.
from mammal reservoirs to the primary vector of Lyme borreliosis, Ixodes ricinus

(Acari: Ixodidae), in Sweden. Journal of Medical Entomology 31: 880-886

Tickencounter recource center. [online] [navStivené 28.2.2019] Dostupné z

https://tickencounter.org/tick_identification/tick_species

TOMASSONE L., BERRIATUA E., DE SOUSA R., DUSCHER GG., MIHALCA
AD., SILAGHI C., SPRONG H., ZINTL A. (2018): Neglected vector-borne zoonoses
in Europe: Into the wild. Veterinary Parasitoly 251: 17-26.

48


https://tickencounter.org/tick_identification/tick_species

VACULOVA T., DERDAKOVA M., SPITALSKA E., VACLAV R., CHVOSTAC M.,
RUSNAKOVA TARAGELOVA V. (2019): Simultaneous Occurrence of Borrelia
miyamotoi, Borrelia burgdorferi Sensu Lato, Anaplasma phagocytophilum and
Rickettsia helvetica in Ixodes ricinus Ticks in Urban Foci in Bratislava, Slovakia. Acta
Parasitologica 64(1): 19-30

VICHOVA B. MAJLATHOVA V., NOVAKOVA M., STRAKA M., PETKO B.
(2010): First Molecular Detection of Anaplasma phagocytophilum in European Brown
Bear (Ursus arctos). Vector-borne and zoonotic diseases 10: 543-545

VICHOVA B., MAILATHOVA V., NOVAKOVA M., STANKO M., HVISCOVA 1,
PANGRACOVA L., CHRUDIMSKY T., CURLIK J., PETKO B. (2014): Anaplasma
infections in ticks and reservoir host from Slovakia. Infection, Genetics and Evolution.
22: 265-272

VOLF P., HORAK P. (2007): Paraziti a jejich biologie. 318 ISBN 978-80-7387-008-9

VONESCH N, D'OVIDIO MC, MELIS P, REMOLI ME, CIUFOLINI MG, TOMAO
P. (2016): Climate change, vector-borne diseases and working population. Annali dell
Istituto Superiore di Sanita 52(3): 397-405.

WENGLER G., WENGLER G. (1989): Cell-associated west Nile Flavivirus is covered
with E+pre-M protein heterodimers which are destroyed and reorganized by proteolytic

cleavage during virus release. Journal of virology 63: 987-992

WIKEL S. (2013): Tick and tick-borne pathogens at the cutaneous interface: host
defenses, tick countermeasures, and a suitable environment for pathogen establishment.

Frontiers in Microbiology 4:337

ZINTL A., MULCAHY G., SKERRETT H.E., TAYLOR S.M., GRAY J.S. (2003):
Babesia divergens, a bovine blood parasite of veterinary and zoonotic importance.
Clinical Microbiology Reviews 16: 622-636

49



	1 ÚVOD
	2 CIELE PRÁCE
	3 LITERÁRNY PREHĽAD
	3.1 Epidemiologicky významné druhy kliešťov na našom území
	3.1.1 Systematické zaradenie kliešťov
	3.1.2 Morfológia kliešťov
	3.1.3 Rozmnožovanie a životný cyklus
	3.1.4 Kliešť obyčajný (Ixodes ricinus)
	3.1.5 Pijak lužný (Dermacentor reticulatus)

	3.2 Kliešťami prenosní pôvodcovia ochorení
	3.2.1 Rod Borrelia – komplex Borrelia burgdorferi sensu lato
	3.2.1.1 Etiológia a taxonómia Borrelia burgdorferi
	3.2.1.2 Morfológia Borrelia burgdorferi
	3.2.1.3 Životný cyklus Borrelia burgdorferi
	3.2.1.4 Vektory Borrelia burgdorferi
	3.2.1.5 Rezervoároví hostitelia Borrelia burgdorferi
	3.2.1.6 Klinické príznaky lymskej boreliózy

	3.2.2 Rod Anaplasma
	3.2.2.1 Etiológia a taxonómia Anaplasma phagocytphilum
	3.2.2.2 Morfológia Anaplasma phagocytophilum
	3.2.2.3 Cirkulácia A. phagocytophilum v prírode
	3.2.2.4 Vektory A. phagocytophilum
	3.2.2.5 Hostitelia A. phagocytophilum
	3.2.2.6 Genetická variabilita A. phagocytophilum
	3.2.2.7 Klinické príznaky anaplazmózy

	3.2.3. Rod Babesia
	3.2.3.1 Etiológia a taxonómia Babesia spp.
	3.2.3.2 Morfológia Babesia spp.
	3.2.3.3 Životný cyklus Babesia spp.
	3.2.3.4 Vektory Babesia spp.
	3.2.3.5 Rezervoároví hostitelia Babesia spp.
	3.2.3.6 Klinické príznaky babeziózy

	3.2.4 Vírus kliešťovej encefalitídy
	3.2.4.1 Klasifikácia a morfológia vírusu kliešťovej encefalidtídy
	3.2.4.2 Epidemiológia a vektory
	3.2.4.3 Patogenéza
	3.2.4.4 Klinické prejavy kliešťovej encefalitídy



	4 MATERIÁL A METÓDY
	4.1 Biologický materiál
	4.1.1 Charakteristika územia
	4.1.2 Zber biologického materiálu

	4.2 Použité chemikálie, súpravy a roztoky
	4.3 Zoznam použitých prístrojov a zariadení
	4.4 Použité experimentálne a vyhodnocovacie postupy
	4.4.1 Izolácia RNA
	4.4.2 Prepis do cDNA
	4.4.3 Reťazová polymerázová reakcia – detekcia DNA patogénov
	4.4.4 Elektroforetická vizualizácia PCR produktov
	4.4.5 Real-time PCR


	5 VÝSLEDKY
	6 DISKUSIA
	7 ZÁVER
	8 LITERATÚRA
	ANDERSEN L. K., DAVIS M. D. (2017): Climate change and the epidemiology of selected tick-borne and mosquito-borne diseases: update from the International Society of Dermatology Climate Change Task Force. International Journal of Dermatology 56(3): 252...
	BLAŇAROVÁ L., STANKO M., CARPI G., MIKILISOVÁ D., VÍCHOVÁB., MOŠANSKÝ L., BONA M., DERDÁKOVÁ M. (2014): Distinct Anaplasma phagocytophilum genotypes associated with Ixodes trianguliceps ticks and rodents in Central Europe. Ticks and Tick Borne Disease...
	BLAŇAROVÁ L., STANKO M., MIKILISOVÁ D., VÍCHOVÁ B., MOŠANSKÝ L., KRAJLÍK J., BONA M., DERDÁKOVÁ M. (2016): Presence of Candidatus Neoehrlichia mikurensis and Babesia microti in rodents and two tick species (Ixodes ricinus and Ixodes trianguliceps) in ...
	BURRI C., CADENAS M., DOUET V., GERN L. (2007): Ixodes ricinus density and infection prevalence of Borrelia burgdorferi sensu lato along a North-facing altitudinal gradient in the Rhône Valley (Switzerland). Vector borne zoonitotic diseases7(1): 50-58
	CRIADO-FORNELIO A., MARTINEZ-MARCOS A., BULING-SARA ŇA A., BARBA-CARRETERO J.C. (2003): Molecular studies on Babesia, Theileria and Hepatozoon in southern Europe. Part I. Epizootiological aspects. Veterinary parasitology 113(3-4): 189-201
	DANIELOVÁ V., KLIEGROVÁ S., DANIEL M., BENES C. (2008a): Influence of climate warming on tickborne encephalitis expansion to higher altitudes over the last decade (1997-2006) in the Highland Region (Czech Republic). Central European Jornal of Public H...
	HAMŠÍKOVÁ Z., KAZIMÍROVÁ M., HARUŠTIAKOVÁ D., MAHRÍKOVÁ L., SLOVÁK M., BERTHOVÁ L., KOCIANOVÁ E., SCHNITTGER L. (2016): Babesia spp. in ticks and wildlife in different habitat types of Slovakia. Parasits and vectors 9(1): 292
	KERLÍK J., AVDIČOVÁ M., ŠTEFKOVIČOVÁ M., TARKOVSKÁ V., PÁNTIKOVÁ M., MOLČÁNYI T., MEZENCEV R (2018): Slovakia reports highest occurrence of alimentary tick-borne encephalitis in Europe: Analysis of tick-borne encephalitis outbreaks in Slovakia during ...
	MANDL C. W., ECKER M., HOLZMANN H., KUNZ C., HEINZ F. X. (1997): Infectious cDNA clones of tick-borne encephalitis virus European subtype prototypic strain Neudoerfl and high virulence strain Hypr. Journal of General Virology 5: 1049-1057
	VACULOVÁ T., DERDÁKOVÁ M., ŠPITALSKÁ E., VÁCLAV R., CHVOSTÁČ M., RUSŇÁKOVÁ TARAGEĽOVÁ V. (2019): Simultaneous Occurrence of Borrelia miyamotoi, Borrelia burgdorferi Sensu Lato, Anaplasma phagocytophilum and Rickettsia helvetica in Ixodes ricinus Ticks...

