Jiho¢eska univerzita vCeskych Budjovicich
Prirodovédecka fakulta

Vztahy vektor - patogen - hostitel na pikladu spirochét
lymeskeé borelidzy (a viru kli®'ové encefalitidy)

Diplomova prace

Bc. Zuzana Vavruskova

Skolitel: prof. RNDr. Libor Grubhoffer, CSc.
Skolitel specialista: Mgr. Vaclav Honig

Ceské Budjovice 2012



VavruSkova Z. 2012 Vztahy vektor - patogen - hostitel naiktadu spirochét lymeské
borelidzy (a viru klisové encefalitidy). [Vector-pathogen-host interactan the example of
spirochetes Lyme boreliosis disease (and tick-bagneephalistis virus), Mgr. Thesis,
inCzech.]78 p., Faculty of Science, University of South Bohentlaské Budjovice, Czech
Republic.

Anotation:

This study was focused on vector-pathogen-hostaoten. Questing ticks from field
were tested for presence Bbrrelia burgdorferis.l. and host DNA. Small rodents were
trapped, ticks were collected from them, infestafmatterns were estimated regarding the
species and stage of ticks and species, sex andvieight of the host. Ticks aquired from
hosts were tested for presence of Borrellia bunfgdics.l. and tick-borne encephalitis virus.
Both results from identification of hosts and fraietection of pathogens were compared to
be able to investigate interactions between hesttor and pathogen.

ProhlaSuiji, Ze svoji diplomovou praci jsem vypracoala samostat pouze s pouzitim
prameni a literatury uvedenych v seznamu citované literatry.

ProhlaSuji, ze v souladu s 8§ 47b zakon& 111/1998 Sb. v platném zZmi souhlasim se
zverejnénim své diplomové prace, a to v nezkracené podékelektronickou cestou ve
verejné piistupné ¢asti databaze STAG provozované Jingeskou univerzitou vCeskych
Budéjovicich na jejich internetovych strdnkach, a to sezachovanim mého autorského
prava k odevzdanému textu této kvalifika&ni prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéz
elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym ustavenim zakonaé¢. 111/1998 Sb.
zverejnény posudky Skolitele a oponent prace i zaznam o pibéhu a vysledku
obhajoby kvalifikaéni prace. RovrEZz souhlasim s porovnanim textu mé kvalifikéni
prace s databazi kvalifik&nich praci Theses.cz provozovanou Narodnim registne
vysokoskolskych kvalifikaénich praci a systémem na odhalovani plagiat

Ceské Budjovice 20. 7. 2012 Podpis studenta



Podékovani:

Téchto parfadek bych radda&novala vSem, k¢ mi poméhali p vzniku této prace
a @i studiu. V prvérad dékuji své mamince, ktera bezmeézpodporovala kazdy oy
krok, & uz byl krokem do prazdna nebo o stupinek vys. iDadké podkovani nalezi
mému Skoliteli Vaskovi, hlavhza to, Ze to se mnou celé ty roky vydrzel i kdyzotias
nebylo lehké ani pro jednoho z nas. Mockréat takkujl celému osazenstvu v nasi malé
laboratdi za to, Ze jste tu byli a drzeli émnad vodou, kdyZz bylo ptgba. Bez vas
Janko, Hanko, Jarko, Pajo a Vendy by to nebylo talkadné. Dale také ékuji
prof. RNDr. Liboru Grubhofferovi, CSc, Ze mi daln§apracovat pravna tomto pracovisti,
praw s mito lidmi. V neposledni fradt deékuji Natashe Rudenko, Msc. PhD.
a Mariré Golovchenko, Msc. za ochotu a pomdcraci.



Obsah

o R U 1Yo Yo OO 1.
2. HIavni Cile PracCe.........coooiiieiecc e, 2
3. Literarni pFehled............ooooiiiiiii 3
I I N1 o= - PP U RUPURR 3
3.2 Borrelia burgdorferi sensu lato.............ccooveeeiiiiiiiiiiccece e, 6
3.3 Virus klistoveé encefalitidy..............uuureiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e, 12
3.4 Hostitelé klig’at a klistaty prenasenych patogei............cccoeeeeeeenn... 15
4. Material @ MEtOAY.......uciiieiiieiei e 25
4.1 SkEr vzorka a popis lokalit............ooviiiiiiii e 25
4.2 Friprava vzorki, izolace nukleovych kyselin.............cccoccvieeiiiiinnnnnnn. 27
4.3 DeteKCe PatOQEMN.......ooeiieeeiiiiiie et e e 28
4.4 Identifikace NOSHER..........cooviiiiiiii e 32
4.5 Identifikace druhu VEeKIOra .........cooevviiiiiiiiiiei e 35
4.6 Statistické zhodnoceni dat............cccccvvveeieiiiiirreee e 36
5. VYSIEAKY... .o 37
5.1 Molekularni identifikace hostiteli u kliSt’at ze sléri......................... 37

..................................................................................................... 44
5.3 Vztah druhu hostitele a genospecii borélii..........cccooeevieiiii, 47
5.4 Molekularni identifikace patogen z klist'at z odchycenych drobnych
72 1V | PP 49
B.  DISKUZE.... et eaaae 55
- \ V- 63

8.  Seznam pouUZite literatury..........cccceeeviviiiieeieeiiiee e 64



Seznam nejpouzivagSich zkratek

PCR-polymerazovéetzova reakce (,polymerase chain reaction®)
SAT-slinami aktivovany fenos (,saliva activated transmission®)

RT-PCR- reverzni transkriptazova polymerazade&zova reakce (,reverse transcription

polymerase chain reaction®)

S.S.-,Sensu stricto”

s.l.-,sensu lato*

DNA-deoxyribonukleova kyselina (,deoxyribonucleagidcid*)
RNA-ribonukleova kyselina (,ribonucleotide acid®)
VKE-virus kli&'ové encefalitidy

RLB-,reverse line blotting*

RFLP-délkovy polymorfizmus resttkich fragment (,restriction fragment Ienght

polymophism®)

TROSPA-receptor kliste pro boreliovy protein OspA (,tick receptor fosfA")
OspA, B-proteiny vjSiho povrchu (,Outer surface proteins A, B)
CNS-centralni nervovy systém

LT-laboratorni teplota

BSK-Barbour-Stoner-Kellyho medium



1. Uvod

Klistata jsou vyznamnymi vektory virovych, bakterialnich protozoarnich
onemockni. Mezi nejdilezitéjSi klis'aty prenasené nakazy palymeska borelidéza, klf®va
encefalitida, lidska granularni anaplazméza, tméee rickettsialni skvrnité hoégy nebo

Q horeka.

Diky zpisobu ziskavani potravy pini hematofagienovci (komdi, klistata atd.)
funkci vektofi (ptenaset) infekénich agens a zajigji tedy cirkulaci fivodai onemocsini
v ramci grirodnich ohnisek (mezitpozenymi hostiteli).Clovék je pro \&tsinu vektory
piendSenych ndkaz nahodnym hostitelem a d&ojma ¢lankem pgenosu. E krmeni na
infikovaném hostiteli dochazi kipnosu fivodce onemocmi na vektora aip nasledujicim
sani pak patogenigchazi do nového hostitele. V nakazenych vektorsdio peziva
patogen transstadid@na spiSe vzaéndochazi k penosu transovarialnimu (z matky na
potomstvo). Do prozenych cykii cirkulace byva zapojengada fiznych druli hostitet,
ktefi maji iznou miru kompetence Kgnosu patogena. SloZeni hostitelské fauny takem
velmi vyrazre ovliviovat frekvenci vyskytu patogénve vektorech a tedy i riziko
onemockni hrozicic¢lovéku. Identifikace hlavnich hostitelvektort, zejména pak hostitiel
kompetentnich pro fgnos patogen je tudiz dlezitou informaci pro zaji8hi prevence

pienosu &chto nakaz naloveéka.



2. Hlavni cile prace

1. Vypracovani literarni reSerSe ktématu, se &eamim na biologii kligat, virus
klistové encefalitidy, spirochéty lymeské boreliozy, titeke klig'at, kompetenci
raznych druli hostiteti k prenosu spirochéorrelia burgdorferisensu lato a VKE,
vyznam ,co-feedingu” pro cirkulaci spirochét lymédkoreliézy a VKE.

2. Molekularre biologicka detekce VKE a spirochBbrrelia burgdorferisensu lato ve
vzorcich hladovych dasté&né nasatych kligat odebranych z hostitel

3. Identifikace genospecBorrelia burgdorferisensu lato.

4. Molekulérre biologicka detekce hostitele ze zbytkrve (,reverse line blotting“)

ve vzorcich hladovych Kklfat ziskanych vlajkovanim.

o

. Analyza hostitelské specifity (respektive kompeternkgenosu u jednotlivych
hostiteli) spirochét lymeské borelibzy a jejich genospecda mnaklad dat
z molekularg biologické identifikace hostitele.

(o2}

. Porovnani kompetencéanych druli hlodava k prenosu VKE na zakladvysledki
testovani kligat odebranych z hostitel

\]

. Relativni vyznam ,co-feedingu” pro cirkulaci VKEBorrelia burgdorferisensu lato
v prirozenych podminkach.



3. Literarni p rehled

3.1 Klistata

3.1.1 Taxonomické zkazeni

Klistata jsou hematofagni parazisgzeni do kmen&enovci Arthropodg, podkmene
klepitkatci Cheliceratg, ttidy pavoukovci Arachnidg, fadu roztdi (Acari/Acaring),
podadu Kkligata (xodida). Tento po#ad se dale @i na # celedi: Ixodidae (,,tvrda
klistata“), Argasidae (klistaci) a Nuttalliellidae (Oliver 1989, Horak et al. 2002, Sedlak
2005).

Zastupciceledi Argasidae (klistaci) jsou ¥tSi a maji zvrasmy télni povrch, ktery
umoziuje rychlé z¥¢tSeni objemu Kkligte bihem sani. Rebyt&nou tekutinu vylduji
specializovanymi coxalnimi zlazami. Kf&ci jsou tzv. nidikolni - cely jejich Zivotni cyldu
probih& v &sné blizkosti jejich hostitele (v norach, hnizdeggod.). VSechna stadia saji
opakovas, po relativigé kratkou dobu (&kolik minut az hodin), maji vice hostiteh také
vice nymfalnich stadii (3-5). Ustni Ustroji majiygké pod &lem, takZe neni, na rozdil od
ostatnichéeledi kligat, vickt z dorzalniho pohledwsamice kladou vajka o pa@tu nékolika
set a to skolikrat za Zivot (&které druhy dokonce i bezgquchoziho nasati). Kompletni
vyvoj trvad 2-3 roky. Na lidech parazituji z&stumtiuhi z rodi — Argas, Ornithodoros,
Otobius Jako vekt& prenosu onemoani naclovéka jsou méa casti a penésSeji zejména

spirochéty zpsobujici navratné hotky (Oliver 1989).

Nuttalliellidae je celed’ klistat reprezentovana jedinym druhéyuttalliella namaqua
(Bedford 1931). Tento druh ma naznak dorzalniho $tikoZovity povrchda, takze se zda
byt ,vyvojovym mezistupim“ mezi ¢celeEmi Argasidaea Ixodidae Jen malo je znamo
0 Zivotni strategii a hostitelské preferenci tohkligtéte, mezi pedpokladané hostitele pat
hlodavci, drobné Selmy a jegky. Jedinci tohoto druhu byli nalezeni pouze wii&frice
(Bedford 1931, Mans et al. 2011).

Klistata ¢eledi Ixodidae maji chitinovy dorzalni Stit (,scutum®), ktery sidi jako
mechanicka ochrana kig a jako Upon praizné svaloveé skupiny. Kifata tétoceledi jsou
citlivd vaci vihkosti a teplot a proto maji povrchéta pokryty voskovitou kutikulou, kterd
zamezuje vysychani. Saji po relativadlouhou dobu, az ékolika dni. Nasatou krev
koncentruji a ¥tSiny vodné slozky se zbavujtgs slinné Zlazy (21 do hostitele). Zivotni
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cyklus zahrnuje it stadia a jde o klf&ta jedno aZit-hostitelska. Z hlediskaipnosu
onemocgni ma v Evrop nejwtSi vyznam Kkli&t Ixodes ricinus které je vyznamnym
vektorem mnoha zoondéz, jako je mapklitova encefalitida, lymeska boreliéza, lidska
granulocytarni anaplazmoza, tularemie a dalSi. Miei$i medicinsky vyznamné zastupce
pati druhy rodi: Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma, Rhipicephafkmblyomma
(Parola a Raoult 2001, Swanson et al. 2006). Nagtdddstavce budou zateny na klist

Ixodes ricinus
3.1.2 KIisSté I xodesricinus

Vyvojovy cyklus kliStte Ixodes ricinug(Linné 1758) zahrnujeitstadia: larva, nymfa
a dosplec. Larvalni stadium m&itpary nohou, zatimco nymfy a dasg maji pary nohou
¢tyii. Celkova doba vyvoje se pohybuje mezi 2-6 letyavislosti na klimatickych
podminkach, zejména na te@otwlhkosti, fotoperiod a dostupnosti vhodnych hostitel
(Randolph et al. 2002, Hubalek et al. 2003, EstReida et al. 2004). Vyvoj kazdého stadia
klistéte trva giblizné rok a k nasati dochazi v kazdém stadiu jen jedacio pokazdé
na jiném hostiteli. Larvalni stadia saji zejménaht@davcich, ptacich a dalSich drobnych
obratlovcich a poté se vyviji v nymfu, ktera sd hia fiznych druzich drobnych aistinich
obratlovd@i. Po gemeéné v dosglce se Zivi zejména krvi velkych obratldgvcVyhledani
partnera (pomoci feromah a p&eni probih&asto @imo na hostiteli, naslednse samice

nasaje a klade az tisic wagk (Parola a Raoult 2001).

Prirozenymi biotopy Kligite I. ricinus jsou vlhké travnaté a zalesré oblasti.
Aktivace KliStte nastava p@tkem jara f teplotdch nad 3-5 °C afippiiznivé relativni
vzdusné vilhkosti (45-85 %). K metamorféze a lihngjicek dochazi azipteplotach nad
10 °C. Kli¥ata byvaji v naSich podminkach aktivnfibizné od kezna-dubna az do
listopadu. Aktivita kligat vykazuje utity sezonni rytmus - u nymf a dasga typicky se
dvéma maximy (na jg a na podzim), u larev je obvykly jeden vrcholalgt uprosted léta
(¢ervenec-srpen) (Walker 2001, Hubalek et al. 20083rafa-Pefa et al. 2004, Lindgren
a Jaenson 2006).

Stavba ¢la kliS€te zahrnuje ,capitulum® @@dni ¢ast nesouci Ustni Ustroji)

a ,idiosoma"“, které sedli na dw casti — ,podosoma“ nesouci k&gtiny a ,opisthosoma*

nesouci vyughi dychaci soustavy, genitalni a analni otvor. Zédmiho pohledu uvidime

charakteristicky dorzalni Stit (,scutum®), kterysama kryje celé &o a u samic jen jeho
4



piedni cast. Zbytek dla je u samic tvien kozovitym ,alloscutem®, coz je&ast&n¢
sklerotizovan&ést kutikuly umo#ujici zwtseni objemu kligte pi sani. Ustni Gstroji se
sklada zeti hlavnich ¢ésti. Chelicery slouzi k naruSeni pokoZzky, palpgusi jako
senzoricky organ a hrajiukbzitou roli @i hledani mista proichyceni a sani na hostiteli.
Hypostom jecast s velkym p&tem zakivenych zuli a slouzi k vlastnimu sani (Sonenshine
1991).

Hostitele klifata vyhledavaji pomoci perifernich senzorickychéoiigna zaklad
chemickych stimulaiit (hladina CQ), vzduSnych vibraci a teplotfi sani klis¢ vylucuje
sliny, které obsahuji latky, jako jsou: vazodilat®t protizastlivé latky, imunosupresiva,
antikoagulanty apod., které maji vliv na pozdrzeggijemnych projeu infestace a tedy i
odstragni kli%'ete z hostitele igd dokokenim sani. Tyto latky také mohou napoméhat
pienosu patogen - jev znamy jako slinami aktivovanyifgnos (,saliva activated
transmission®) (naip: Zeidner et al. 1997, Nuttall a Labuda 2004, Hokt al. 2009).
Po Uplném naséati ktidta opousii télo hostitele, aby nasla vhodné misto pro metamarféz
nebo vstupuji do diapauzy, ve které snizi metabnliza pozastavi vyvoj, nez@mastanou
vhodné podminky (Walker 2001).

3.1.3 KIist Ixodes trianguliceps

Tento druh kligete je dalSim moznym parazitem drobnych hloéavelikoz jsou tito
savci Zejm¢ hlavnimi rezervoary pro VKE a spirochéty LB, temtwh kliStte ma nejspise
urcitou roli v cirkulaci €chto patoget v prirodk. Kliste Ixodes triangulicepgBirula 1895)
také nalezi ddeledilxodidae Jedna se o kii& nidikolni, sajici térs vyhradré na drobnych
savcich.l. triangulicepsma ve svém Zivotnim cyklu tak# hostitele aii vyvojova stadia.
VSechna vyvojova stadia vykazuji sezénni vykyvyktivété: larvy jsou aktivni térr po
cely rok s vzestupem naigaa na podzim, nymfy a dadpi od hfezna do listopadu a cely
vyvojovy cyklus trva mkolik let. I. trianguliceps se vyskytuje spiSe v podhorskych az
horskych oblastech, protoze preferuje vihké a afdi&d mikroklima (Randolph 1975, Bown
et al. 2003)

Podobs jakoI. ricinus, je il. triangulicepsvektoremiady patogei ¢lovéka a zviat:
Anaplasma phagocytophilymabesia microt{Bown et al. 2003, 2006, 200®&a rekterych
lokalitach je dokonce igjm¢ vyznammgjSim vektorem dchto patoget nez I. ricinus.
B. afzeliia B. garinii byly izolovany zl. triangulicepsv Rusku, ovSem definitivnitdaz
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0 prenosu spirochét lymeské boreliozy dosud chybi ([Geeeet al. 1996, Nefedova et al.
2005).

Klist¢ 1. trianguliceps na c¢lovéku nesaje, ale podili se na cirkulaci patagen
v prirodnim ohnisku. I. trianguliceps muze v rekterych gipadech sdilet hostitele
kompetentni k fenosu patogen s jinym druhem kligte, ktery na clovéku saje
(tzv. premosujici ,bridging” vektor). Potom je fignos patogen na ¢lovéka umozin
piremosujicim vektorem al. tringuliceps hraje roli ,amplifikatora“ v pirozeném cyklu
patogena v ohnisku. Takova situace nastand. n@p sowasném vyskytu I. ricinus
al. trianguliceps kdy hostitelem obou Klfat mohou byt drobni hlodavci (Nosek et al. 1967,
Cotton a Watts 1967, Bown et al. 2003, 2006, 2008).

3.2Borrelia burgdorferi sensu lato

3.2.1 Taxonomické zkazeni

Spirochéty Borrelia burgdorferi sensu lato jsou taxonomicky faaeny dofiSe
Eubacteria kmene Spirochaetes tiidy Spirochaetes fadu Spirochaetales celedi

SpirochaetacegeoduBorrelia (Garrity et al. 2004).

3.2.2 Morfologie

Spirochéty komplexBorrelia burgdorferis.l. jsou gramnegativni bakterie, zahrnujici
druhy (genospecies) patogenni pflovéka, respektive zpsobujici lymeskou borelidzu.
Do stejného kmene p@ati jiné patogenni druhy spirochét jako hafB. recurrentis,
B. duttonii (pavodci navratnych hotek), Treponema pallidum(pavodce syfilis) nebo
Leptospira interrogans(pivodce leptospirdzy). Zastupci tohoto kmene majznou
morfologii buiky. VétSinou jde o spiralovité struktury, které se poljyomoci rotace
biciki uzawenych mezi déma povrchovymi membranami (Tilly et al. 2008). ekt
bunky B. burgdorferi je giblizné 10-20 x 0,33 um. Do kligte se spirochéta dostane
v pribéhu jeho sani na nakazeném hostiteli. V Eiste bakterie usidli veistvnim traktu
a spirochéty se mnozi a diseminuji do vSech drgaetns slinnych Zlaz. No¥ vyvinuté
stadium kli&te mize @i nasledném sani nakazit dalSiho hostitetetf® cloveka). Vyskyt
onemockni zpisobeného patogeny z kompleBuburgdorferis.l. je ohniskovy a ovlivny

mnoha faktory — aktivitou lidi v dané oblasti, akibu kli&'at, frekvenci vyskytu



kompetentnich a nekompetentnich hostjteklimatickymi podminkami apod. (Humair
a Gern 2000, Parola a Raoult 2001, Lindgren a 4ae?@06).

Burika strukturald obsahuje vlastni protoplazmaticky valec obalemzplatickou
membranou a peptidoglykanovou dvouvrstvou, kterkrjgy jeS€ dalSi vigjSi membranou.
Biciky zakotvené jednim koncem na polechilvybihaji do periplazmatického prostoru
mezi plazmatickou a \¥Bi membranu. Rotaci &kt bakterie vinivymi pohyby prostupuje
tkdrémi. V jednom svazku je uloZzeno 7-11¢ikia sloZzenych ze dvou drahproteinu
flagelinu - FlaA a FlaB (Sal et al. 2008, Charomle2009, Liu et al. 2009).

B. burgdorferije bakterie velmi nakma na kultivaci. PouZivaji se pro ni modifikované
pudy odvozené od media BSK (Barbour-Stoenner-Kellkubivuje se pi 23-37 °C (Elias
et al. 1998, Revel et al. 2002, Postic et al. 2007)

3.2.3 Genom

Rod Borrelia ma charakteristicky genom sloZzeny z jednoho limiér chromozomu
a velkého pe&tu lineérnich i kruhovych plazmid Cely genom dosahuje velikosti az 1,5 Mb.
Zatimco chromozomalni homologie meziznymi druhy borélii je vysoka, Wipad
plazmidi se jednotlivé druhy zgaé liSi. To je nejspiSe Zobeno rychlejSi evoluci
plazmidové DNA v porovnani s DNA chromozomalni. @hozom obsahuje&tsi mnozstvi
tzv. udrZzovacich gén v porovnani s plazmidy, které nesou, mimo jinénygepro
membranoveé lipoproteiny, proteinyildzité pro dleni buiky, virulenci a geny nezbytné pro
pienos a feziti v tiznych druzich hostitél(Fraser et al. 1997, Casjens 2000, Casjens et al.
2012). Kdodujici sekvence tifocelkem 93 % genomu, ovSem na plazmidech tyto esedes
zaujimaji pouze 71 %, coz ukazuje, Ze intergendolasti jsou na plazmidech delSi nez na
chromozomu (Fraser et al. 1997, Delihas 2009, Magj@l. 2009).

3.2.4 Povrchové lipoproteiny

Membranové lipoproteiny se nachazeji veijshvrst cytoplazmatické membrany
a v obou vrstvach membrany&si. Tyto proteiny jsou naprosto zasadni prezgi borélii
v riznych prostedich. Expresethto geri je regulovana v zavislosti na priesti, ve kterém
se borélie aktuathvyskytuje. Tento mechanizmus Bi burgdorferinejspiSe vyvinula pro
pieziti ve dvou tolik odliSnych pragtdich jako je obratlovec (hostitel) a bezobratlitee



(Hovius et al. 2007). JelikoZ maji povrchové pnoyerasadni roli v mechanizmeckeposu

a prezivani borélii, pokusime se fungovéani vybranyahigini popsat blize.

Pri kolonizaci klistte se uplatuji zejména (lipo) proteiny OspA a OspB. Ke zvySeni
exprese dochazi fip kolonizaci steva klistte, kde OspA interaguje s receptorovym
proteinem TROSPA (,tick receptor for OspA®). Tenlmalezen ul. scapularisa vyskyt
analogického receptoru séedpoklada take u dalSich dfuklistat (Pal et al. 2004, Konnai
et al. 2012). OspB hraje také roli v udrzeni boréd stew, ale jeho receptor nebyl dosud
identifikovan. Sekvence pro OspA i OspB jsou kodovdpod jednim promotorem
na linearnim plazmidu Ip54 a oba proteiny ggjm¢ uplatiuji i pii transstadialnim fgnosu
(prezivani) borélii v kligti (Neelakanta et al. 2007, Maruskova et al. 20D&0 2009).
Pri sani krve dochazi k reciproké regulaci genovéesg proteit OspA/OspC. Na zaklad
snizeni syntézy OspA se borélie uugl ze stev. Sodasrt je nastartovdna syntéza
OspC, ktera je spojena s migraci spirochét pevaio slinnych Zlaz kliste (Gilbert et al.
2007). Na OspC se ve slinnych zlazach vaze prddailp 15 (nalezen W scapularis,
priblizn¢ 15 kDa velky, sanim indukovany protein), kterysigae chrani spirochétyrqul
protilatkou zprostdkovanym zabijenim v obratiém hostiteli. Homology Salpl5 byly
také nalezeny u kli&e I. ricinus (Hovius et al. 2008). OspD je spojovan s replikamiélii

a v kli¥atech je exprimovan boréliemi vitehu sani na hostiteli (Tsao 2009).

Na zaklad odliSnosti lipoproteitn OspA se jednotlivé genospecie rolgi
na sérotypy a protoze OspA je jednim z hlavnichnogeri je toto dilezité mimo jiné
pii vyvijeni vakciny proti boréliim. KrogB. garinii je podle Michel et al. (2003) kazda
evropska genospecie (rfaB. burgdorferi s.s., B. afzelij B. valaisiana B. lusitania¢
reprezentovana na uarovni fenotypu jednim sérotyp@&a. arovni DNA se k OspA
subtypizaci pouziva analyzy délkového polymorfizmuestrikcnich  fragmen
nebo sekvenovanB. burgdorferis.s. aB. afzeliijsou pondrné homogenni a odpovidaji
sérotymim OspA 1 respektive 2B. garinii je vice heterogenni a vykazuje celkert p
restrikénich vzoré odpovidajicich sérotymn OspA 3-7 (Michel et al. 2003). OspA sérotyp
4 B. garinii byl na zaklad fylogenetické analyzy odten do samostatné genospecie nazvané

B. bavariensipodle mista prvniho nalezu izalgMargos et al. 2009).

V obratlowim hostiteli je exprimovan i dalSiatbzity protein VISE, ktery dovoluje

boréliim zménu antigennich struktur a zprietkovava tak ochranuigd imunitni reakci



organizmu (Steere et al. 2004). V hostiteli je deptotein exprimovan ve velkém ¢a
riznych variant zarowe coz je disledek rekombinace gendsk a gilehlych 15-ti vis
tichych kazet (Lin et al. 2009). Miru virulend®. burgdorferi ovliviiuji také proteiny
DbpA, B (v mensi nte nez OspC), kdbdované na dvou na sebe navazugeobvych
operonech. Oba proteiny jsou adheziny, které sé mazdecorin a glykosaminoglykany

v extracelularni matrix hostitelskych tkani (Sha&t2008).

3.2.5 Variabilita v ramci komplexu

Komplex Borrelia burgdorferi sensu lato dosud zahrnuje 19 uznanych iwruh
(genospecies, genomospecies) borélii, ale popigahosiruhii a variant i nadale poktaje,
takZze sotasny pdéet popsanych druhziejmé neni konény. Borélie genospecies Il je
dalSim je& nepojmenovanym druhem v nedostaténému pdétu charakterizovanych
izolati. Proclovéka prokazatel patogenni jsolB. afzelii, B. garinii, B. burgdorfersensu
strictg, B. spielmanii, B. bavariensislezi druhy, u kterych setpdpoklada patogenita na
zaklad naleai v lidskych vzorcich, pé#t nag.: B. bissettij B. valaisiana, B. lusitaniae
(shrnuto v Rudenko et al. 2009c, Tsao 2009, Starfe&iter 2011).

Patogenni borélie vykazuji tkévou specifitu. B. burgdorferi sensu stricto
je spojovana s postizenim klaulfarthritis), srdce (myokarditis),fipadré dalSich orgain
B. afzelii zpasobuje zejména posSkozeniide nap. acrodermatitis chronica atrophicans a
B. garinii je nefasgjSim pivodcem neuroboreliézy, ovSem i zde jsoasté i kozni
manifestace. Klinicky obraz borelidzy igobené infekcB. bavariensige podobny infekci
B. garinii (Hovius et al. 2007, Stanek a Reiter 2011). Nejzimstoupenymi druhy spirochét
lymeské boreliozy v kltgatech v Evrop jsou B. afzelij B. garinii a B. burgdorferisensu
stricto, még pakB. valaisianaa nejmén B. lusitaniae Nalez ko-infekce déma i vice druhy
borélii v jednom kligtti neni vyjimkou (Rauter a Hartung 2005)eRled genospecii, jejich
hlavnich vektoit prenosu nalovéka, hlavnich hostitéla geografického roz&ni je uveden
v Tab. I.



Tab. | GenospecieBorrelia burgdorferi sensu lato

Genospecie . . Geografické :
borélii Vektor Hostitel/reservoar roz&eni Citace
.. . ricinus, . : : Canica et al.
B. afzelii persulcatus hlodavci Asie, Evropa (1993)
B. americana I. pacificus, I. mino taci USA Rudenko et al.
: P b P (2009b)
. kralik Marconi et al.
B. andersonii l. dentatus vychodoamericky USA (1995)
B. bavariensis . ricinus hlodavci Evropa Ma(rgg(s)gt;t al.
. ricinus, . Postic et al
B. bissettii scapularis, I. hlodavci Evropa, USA (1998) '
pacificus, |. minor
: I. ricinus, I. S
B. burgdor_ferl scapularis, 1. _ blvodavm, p’taC|, _ Evropa, USA Baranton et al.
sensu stricto o jeSerky, velci savci (1992)
pacificus
I. pacificus, I. P .
B. californiensis jellisoni, 1. tartzlk, Jelerjec USA Postic etal.
. ; béloocasy (2007)
spinipalpis
. . . Ca Rudenko et al.
B. carolinensis [. minor hlodavci, ptaci USA (2009a)
B. finlandensis . ricinus neznamy Finsko Ca?JZeonlsl)et al.
I. ricinus, I.
- persulcatus, 1. L . . Baranton et al.
B. garinii hexagonus, |. ptaci, jeStrky, hlodavci Asie, Evropa (1992)
nipponensis
B. japonica l. ovatus hlodavci Japonsko Kawaté%t?)et al
B. kurtenbachii I. scapularis hlodavci Evropa, USA Ma(rggiotit al.
L - L Evropa, severni| Le Fleche et al|
B. lusitaniae . ricinus hlodavci, je&rky Afrika (1997)
- : o Masuzawa et
B. sinica l. ovatus hlodavci Cina al. (2001)
. . neznamy (nejspise psila Fukunaga et al
B. tanukii . tanuki kocky) Japonsko (1996)
B. turdi . turdus ptaci Japonsko Fukunaga et al
' ' (1996)
. N - : Richter et al.
B. spielmanii . ricinus hlodavci Evropa (2006)
B. valaisiana . ricinus, |. taci, jestrk Asie, Evropa wang et al.
' granulatus ptact, J y ' P (2997)
Haemaphysalis
B. yangtze longicornis, 1. hlodavci Cina Chzl:)(e)tSal.
granulatus ( )
. - L Postic et al.
Genospecies Il I. pacificus neznamy USA (2007)
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3.2.6 Metody detekce a identifikace genospecii bdiié

Metody detekce a identifikace borélii Ize rétd na kultivatni, mikroskopické
a molekularg biologické.

Kultivace borélii probiha naiznych modifikacich media BSK (Barbour-Stone-Kelly).
Tato metoda umdiije jak gFimy prikaz Zivotaschopnych borélii, tak jejich namnozeni
pro daldi analyzy. Usgnost kultivace byva pomé nizka a zavisi na mnoha faktorech
nag.: zvolena modifikace media, zdroj borélii a jejidhbilita, jejich mnozstvi. Vyznamnou
nevyhodou této metody je také relati¢asova narénost (Wang et al. 2004, Gil et al. 2005)
a rozdily v pravdpodobnosti zachytu meziiznymi genospeciemi borélii (Norris et al.
1997).

Mezi metody mikroskopické s&adi pozorovani borélii vtemném poli, které dava
piehled o pitomnosti, potu borélii i jejich motilie. Elektronova a fluoresceéni
mikroskopie umoiuji zjistit jejich tvar gipadré detailrgji studovat strukturu. Za nevyhodu
téchto metod se povazuje nutnost dalSich analyz¢éniirgenospecii borélii aasova
i financni nara@nost elektronové a fluoresaem mikroskopie (Heroldova et al. 1998, Liu
et al. 2009, van Burgel et al. 2010).

Molekularre genetické metody pouzivané pro detekci a idemitfikborélii jsou
zaloZeny na polymerazovéttzové reakci a nasledné analyze amplifikovanychnfiefi.
NejpouzivagjSi metodou je v saasnosti sekvenace (multilokusova seldrén
analyza), ktera umaije fylogenetické porovnaniaznych genospecii borélii na Urovni
sekvence DNA. Pro fylogenetické&aly se jako nejvhodijSi jevi porovnani na zaklad
n¢kolika standardnich nezavislych udrzovacich (,hekeseping”) gef (Margos et al.
2009). Pro sekvenovani se pouziva cetida dalSich lokus jejichz vhodnost
pro fylogenetické analyzy je ovSem diskutabilnir@sho v Margos et al. 2009). DalSimi
metodami v sotasnosti pouzivanymi pro identifikaci borélii jsoélkbvy polymorfismus
restrikknich fragment (RFLP) (Menardi et al. 2008) a RLB (,reverse libdotting®)
(Rijpkema et al.1995, Gern et al. 2010). Tyto mgtadak (stejd jako sekvenovani)
neposkytuji informaci o Zivotaschopnosti boréliijegich fyziologickém stavu, poskytuji
meére informaci nez sekvenovani, ovSem jsou schopnykdete i stopova mnozstvi DNA
borélii ve vzorcich. Vyznamnou vyhodou metody RLd moznost simultanni detekce

a identifikace borélii a vysoka efektivitati pzpracovani ¥tSiho mnozstvi vzork Pro
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kvantifikaci borélii ve vzorku molekulaénbiologickymi metodami se vyuziva metody real-
time PCR (Schwaiger et al. 2001, Mackay et al. 2004

3.3 Virus klistové encefalitidy
3.3.1 Taxonomické zéazeni

Virus kligové encefalitidy nalezi déelediFlaviviridae, roduFlavivirus (Heinz et al.
2000).Rada zastupctohoto rodu pat mezi medicinsky vyznamngenovci genasené viry
(arboviry, ,athropod-borne viruses"). Mezi tyto yiseradi kli¥aty g‘enosné (,tick-borne*)
viry zpuasobujici onemoami jako je: kli¥ova encefalitida, omska hemoragicka k&ee
horeka Kyasanurského lesa; dale komamgrmmsné (,mosquito-borne”) viry jako nap
virus Dengue (subtyp 1-4), virus zapadniho NilupysiJaponské encefalitidy a virus Zluté
zimnice; a flaviviry bez znamého vektora hagirus Modoc a virus Rio Bravo (Lindenbach
et al. 2007, Grard et al. 2007). Vyskyt oneminkli&’ovou encefalitidou ma v mnoha
evropskych statech stale vzestupnou tendenci nayzdmu, Ze existujednné akovani.
Patet evidovanych fipadi v Evrops a Asii za posledni roky stoupl az na 10 tisi¢ngo
(Suss 2011).

3.3.2 Charakteristika viru

Jsou rozliSovanykit subtypy viru kli$ové encefalitidy: Evropsky subtyp (prototypovy
kmen Neudoerfl), daiivychodni (prototypovy kmen Sofjin) a sibky (prototypové kmeny
Aina a Vasilchenko). Evropsky subtyp se vyskytugestedni a vychodni Evrap dalre-
vychodni subtyp ve vychodni Evrap Rusku, v severovychodnich oblastectiny
a v Japonsku. Sitsky subtyp byl nalezen na severu Ruska a ve Fir{Ekker et al.
1999, Grard et al. 2007).

VSechny subtypy sdileji morfologii rodElavivirus, i obdobnou Zivotni strategii.
Virion se sklada z lipoproteinového obalu a nukbgmdidy obsahujici genetickou informaci
viru ve formg RNA. Nukleokapsida je twena kapsidovym proteinem C (,core®). Obal
je slozeny ze dvou dritproteini - E (,envelope®) a M (,membrane”). Membranovy peiot
M se, mimo jiné, podili na spravném sloZzeni @ngku virionu ven z biiky a jeho
prekurzorem je protein prM. Pomoci povrchového gproteinu E se viry dostavaji

do buiky, diky navazani na membranové receptoriyklgua nasledné endocytdze virionu.
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Tento protein je zarowehlavni antigenni determinantou a vyzn&navliviiuje celkovou

miru virulence viru. (Dumpis et al. 1999, GritsuGauld 2007).

Genomova RNA jeifiblizné 11 kb dlouhd linearni jedbhettzcova molekula pozitivni
polarity. Obsahuje pouze jedatieci ramec (ORF - ,open reading frame"), kédujici
piiblizné 3400 aminokyselin. Kédujici sekvence je na obouackch (57, 3") ohradena
netranslatovanymi oblastmi (UTR — ,untranslatediar®). Polyprotein vznikly pepsanim
této molekuly je &pen protedzami na strukturni a nestrukturni prgtegtrukturni proteiny
jsou fi, zmirgné v gredchozim odstavci, nestrukturnich proteja sedm a v genomu jsou
fazeny nasledown5’-C-prM-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3". e&turni
proteiny maji dlezité funkce v Zivotnim cyklu viru naép protein NS5 je saidsti
RNA zavislé RNA polymerazy a protein NS3 je hel&dZGreSikova a Kaluzova
1997, Grard et al. 2007).

3.3.3 Kenos a patogeneze

Klisté Ixodes ricinusprendsi evropsky subtyp kifdvé encefalitidy d. persulcatus
pienasi kmeny sibského a dakvychodniho subtypu. Rezervoarovymi hostiteli vjsou
zejména drobni hlodavci, za nahodné hostitele seazugi hospod&ka zvfata
(prase, ovce, koza, skot) a kongm hostitelem byvatlovek, ktery tedy nehraje roli
v cirkulaci viru v girodé. K nakaze¢lovéka dochazi nejen ip sani klistte, ale také
pii konzumaci nepasterizovaného mléka (nebo vyitabkesj) pochazejiciho z viremickych
zvirat jako jsou kozy, ovce nebo kravy (GreSikova aukava 1997, Holzman et al. 2009).
K ndkaze niZze dojit i fi vdechnuti aerosolu obsahujiciho virus v laboratdr podminkéch
nebo na jatkach. Virus se v tomtéigact Siti podél cichového nervu imo do mozku
(Dumpis et al. 1999, Siss 2011).

V piipact klasické cesty if@nosu se kligt nakazi virem $ sani na kompetentnim
hostiteli, u kterého je rozvinuta virémie. Kti§ioté nese virus po celyigwyvojovy cyklus
- virus peziva v klisti transstadidles DalSi cestou je transovarialnfepos ze samice
na potomstvo. Tento #pob Fenosu je porrné malo efektivni (podle vysledkDanielové
a Holubové (1991) jen 17,6 % z vagk nakazené samice bylo infikovanych, ale jen 0,23-
0,75 % z nich vylihnutych larev stéle neslo inf¢gkovSem tento zisob genosu nize hrat
roli v udrZzovani viru v firodé a to zejménaip nedostatku vhodnych hostite{(Danielova
etal. 2002b). Kligata se také mohou nakaziti spol&ném sani (,co-feeding“), kdy
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nakazené Kkligt pii sani v&sné blizkosti fenese virus na Kkli&t nenakazené a to
i na imunnim hostiteli. Anglicky ekvivalent ,co-fdmg" je natolik roz&eny v odborném
jazyce vektorové biologie, Ze si jej dovolujeme pioat véeském textu (Labuda et al. 1996,
1997).

Klistova encefalitida ize mit fizn¢ zavazny pibéh od bezpiznakové nakazy az po
tézké meningoencefalitidy. Bio¢ch nakazy byva dvoufazovy. Prvni faze se objevufedi
po prenosu viru a zahrnuje fipkové giznaky, Unavu, bolest hlavy a stalzvySenou
teplotu. Po tydnu iiznaky vymizi a pacient se zda byt zdravy. Druh&e f@nemoceni
probihd znatekh hare, vyskytuji se fiznaky zasazeni centralniho nervového systému.
U tohoto onemoaini se u 70-80 % nakazenych pacieniruhd faze neobjevujeilec.
Pribéh onemoc#ni zavisi do jisté miry také na zdravotnim stawglau pacienta a virulenci
daného kmene viru (GreSikovd a Kaluzova 1997, Hmepla Gunther 2003, Gould
a Solomon 2008).

Po napadeni kli&tem se vdle virus dostava do Langerhansovych #um kazi a poté
lymfatickym systémem do spadovych miznich uzliminfkem do krevnihd@ecisté se virus
roznasSi doiznych orgafn zejména do sleziny, kostnfed® a jater. PomnoZzeny virus pak
pronikd ges hematoencefalickou bariéru do mozku, kde napexlédony Sedé hmoty.
Po prodlani kli¥ové encefalitidy mohoutptrvavat dlouhodobé nasledky, které se nazyvaji
post-encefalicky syndrom. Jde zejména o poruchyorioidych funkci, paréti, rovnovahy,
soustedni a fizné paralyzy (Nuttall 1999, Haglund a Guinther 2003)

Diagnoza klisové encefalitidy spiiva zejména ve vyS@&ni krve (mozkomisniho
moku) na pitomnost protilatek IgM a IgG, které se ale vyivaz pozdji a nejsou
detekovany v prvni fazi onemasni. Detekce viru na gatku onemocEni je mozna pomoci
metod RT-PCR (Haglund a Giinther 2003, Achazi €2@il1). Umrtnost na toto onemaacri
dosahuje v Evrop 1-2 % a v Asii az 30 %. Vakcina proti kigdé encefalitid, vyvinuta
proti evropskému subtypu, diky izkené reaktivit G¢inné chrani také proti sibskému
a dalrg-vychodnimu subtypu (Holzmann et al. 1992, Eckexl.e1999).

3.3.4 Metody detekce viru klifové encefalitidy

V sowasnosti jsou pro detekci viru v kigtech vyuzivany tédét vyhradré metody

molekularg  biologické zalozené na reverzni transkriptazové RPQRT-PCR)
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nebo kvantifikéni reverzni transkriptazové PCR (gRT-PCR) (Swaiger Casinotti
2003, Rudenko et al. 2004). K zisk&ni zivého izol&iru se vyuZiva intracerebralni
inokulace sajicich mySich mfat (nap. Hayasaka et al. 1999). DalSi metodou je izolaae v

na tkdovych kulturach (Danielova et al. 2002a).

3.4 Hostitelé klig’at a klist’aty prenasenych patogein
3.4.1 Definice pojni

K problematice hostitelské specifity a kompetencpirénosu se vztahuje, cetada

pojmia. Pro lepSi orientaci v textu jsou tyto pojmy ndadinovany.

Prevalence podil jediné nakazenych konkrétnim parazitem/patogenem z jédietkow

vySetenych (Margolis et al. 1982).

Incidence potet novych pipadi onemocgini vyskytujicich se v populaci za dangsovy
Usek (z celkového @tu nenakazenych jedificv populaci na p&atku ¢asového Useku)
(Margolis et al. 1982).

Denzita- patet jedind parazita daného druhu na jednotku plochy, objestorhmotnosti,
organu nebo infestovaného hostitele (tippadt klistat se nafiklad stanovuje denzita
hladovych kligat hledajicich hostitele pomoci metody vlajkovaakg paet jedindg

na jednotku vlajkované plochy) (Margolis et al. 288

Stiredni abundance (relativni denzita)- gimeérny paiet jedind parazita daného druhu
na jednoho vySé&tného hostitele daného druhu (infestovaného i esiofaného) (Margolis
et al. 1982).

Intenzita parazitace- pacet jedin@ daného druhu parazita na daném jedinci — hostiteli
(Margolis et al. 1982).

Stiredni intenzita parazitace (,mean density”, sedni denzita)- gmeérny paiet jeding

konkrétniho druhu parazita na infestovaného hdstiteného druhu (Margolis et al. 1982).

Infrapopulace- vsSichni jedinci jednoho druhu parazita vyskytuge na/v jednom hostiteli
(Esch et al. 1975, Margolis et al. 1982).
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Suprapopulace soubor jeding jednoho druhu parazita ve vSech vyvojovych stadiic
na vSech druzich hostitel ekosystému (Esch et al. 1975, Margolis et &2)9

Vektor- hematofagni organizmus, kteri pani na infikovaném hostiteli zisk& patogena, méa
schopnost patogena daleepaset v pibéhu Zivotniho cyklu transstadi@ra ma schopnost
ho prenést na dalSiho hostitele vipéhu nasledného sani (Kahl et al. 2002), jedna

se 0 tzv. nefimy prenos patogena (Gern et al. 1998).

Premog’ujici vektor- (,bridging vector”) je schopenipnaset patogena rtoveéka, mize
ale nemusi byt vyznamny pro cirkulaci patogena npgzozenymi hostiteli v irodnim
ohnisku nakazy (Kahl et al. 2002).

Rezervoarovy hostitel (kompetentni hostitel)- druh hostitele, ktery sengmré podili

na cirkulaci patogen v piirodé. Vektari daného patogena na hostiteli saji, patogen
se v hostiteli mnozi, diseminuje &frvava po dlouhou dobu (Gern et al. 1998, Kaldlet
2002).

Premog’ujici hostitel- druh hostitele, ktery je parazitovan vice druhgkteri a to jak
vektory antropofilnimi (femosujicimi), tak vektory sajicimi n&lovéku jen Zidka
¢ivabec. Tvdi spojujici ¢lanek mezi cirkulaci patogénv prirodé a infekci ¢loveéka
(nag. jeZci jsou hostiteli antropofilniho kI&e I. ricinus ale il. hexagonuskteréclovéka

nenapada (oba druhy kKi&t vSak mohouienaset patogeny) (Kahl et al. 2002).

Rezervoarova kompetencemira schopnosti daného druhu hostitele byt re@am (Gern
et al. 1998).

Nekompetentni hostitel takovy hostitel, ktery neni schopen datemest patogena

na vektora (nehraje roli v cirkulaci patogenarirqek) (Gern et al. 1998).

Nahodny hostitel takovy hostitel, ktery ma schopnostepést patogena, ale nehraje

vyznamnou roli v jeho cirkulaci vifrok (Gern et al. 1998).

Kone¢ny hostitel takovy hostitel, ktery je infestovdn vektorem kaa se patogenem,
ale patogena dal namasi (Gern et al. 1998).

Biologicky piFenos vektor se nakazi patogenenti gani, patogen se ¥m pomnoZzi
(piipadré prockla ¢ast vyvojového cyklu) a jefpnesen na dalsiho hostitele (Sejdra et al.

2005).
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Mechanicky pienos pienos patogena pomoci kontaminovanychéktin, na dstnim ustroji
nebo vym&Sky vektora, které jsou zaneseny do mikrotraumakiria hostitele (nedochazi
k pomnoZeni patogena uvhitektora) (Sejdra et al. 2005).

,Dilu ¢ni efekt*- ,dilu¢ni efekt* patoget se podobé jako u kli¥at uplatiuje v systému

vektor-patogen-hostitel. Nejvice byly prostudovaaykly spirochét lymeské boreliozy
v USA, kde jsou date definovani hostitelé kompetentni a nekompetektrienosu
spirochét. Redpokladalo se, Ze zvySenim druhové diverzity (gapm nekompetentniho
hostitele) se snizi rizikoipnosu infekce (poklesne denzita infikovanych tiif (Ostfeld

a Keesing 2000). Komplexni mechanistické modely wtazuji, Ze kdyz do zavedeného
cyklu prijde dalSi hostitel, zvySi se denzita infikovanygimf jako disledek zvySeni celkové
denzity kli§at. ,Dilu¢ni efekt* nastal teprve az w¥ipadech, kdy byly do modelu zahrnuty
interakce mezi druhy hostite(konkurence),tizna pravdpodobnost psati klistte na fizné
druhy hostitel a izna mira mortality kligat primo na hostitelich. To, zda k déoimu
efektu dojde, je tedy zavislé na konrétnich vztaziezi hostiteli navzajem i mezi hostiteli
a vektory (Krasnov et al. 2007, Ogden a Tsao 200Bnson et al. 2012, Kershenbaum et al.
2012).

3.4.2 Vztah hostitel - vektor - patogen

3.4.2.1 Vztahl xodesricinus - hostitel

Hostitelské spektrum kli&e I. ricinus je velice Siroké. JednotlivA vyvojova stadia
vykazuji ugitou hostitelskou preferenci. Larvy jsou nejvicdivg viaci vysychani a proto
se zdrZuji pouze na zemi nebo v nejnizSim podr@ddajlon a Jaenson 1997 uvadilpizné
do 9 cm nad zemi), kde j&ipniva relativni vihkost. Podobna situace nastavgmf, které
se vyskytuji na vySSim podrostu a na &ré&ca 30-39 cm). Dosjfri se zdrzuji v zavislosti
na relativni vihkosti na ké&ch a vySSim podrostu (50-59 cm) (Mejlon a Jaenk®97).
Diky tomuto vztahu k relativni vihkosti vzduchu voptedi jsou @izna stadia ve styku
s riznymi druhy hostitél (Stafford 1994, Randolph a Storey 1999, Subak 2008 iklad
hostitelé dosgici jsou zejména sudokopytnicBis scrofa, Cervus elaphus, Capreolus
capreolus, Dama dama, Ovis musijaselmy Yulpes vulpes, Martes martes, Meles meles,
Felis silvestri$, zajicovci Lepus europaeus, Oryctolagus cunicdjusgtsi hmyzozravci
(Erinaceus roumanicysti hlodavci Sciurus vulgaris Pro nymfy a larvy jsou hlavnimi

hostiteli spiSe drol#si hmyzoZravci Talpa europaea, Sorex minutus, S. araneus,
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Crocidura leucodop a hlodavci Glis glis, Micromys minutus, Mus musculus, Apodemus
flavicollis, Microtus arvali3, dale Selmy Vulpes vulpes, Martes martes, Mustela erminea,
Felis silvestriy, sudokopytnici $us scrofa, C. elaphus, C. capredJuszajicovci

(L. europaneus Z ptaki jsou vyznamnymi hostitell. ricinus zejména zastupci padu
bamaci (Scolopax rusticolp a fadi mekkozobi Gtreptopelia decaocjp Splhavci
(Dendrocopos majora pévci (Alauda arvensis, Sturnus vulgaris, Sitta europdaamagilla
coeleb% (Nosek et al. 1967, Walker et al. 20013sEi et al. 2006, Waldenstrom et al. 2007)

Obecr na intenzitu parazitace hostiteina vliv fada faktod nag.: sezonni vyskyt
klistat, druh biotopu, mikroklima (relativni vihkostyuth hostitele a velikost &) hostitele.
Dale dochazi ke kolisani intenzity i prevalenceapaiace hostitél klistaty v piibéhu roku.
Duvodem jsou kolisani getnosti a aktivity populaci hostitel klistat (Talleklint a Jaenson
1997). Aktivitu kli¥at ovliviuje jak druh biotopu, ve kterém se nachazeji (sibZe
flory, nadmdska vyska), tak mikroklima (klfata jsou citliva zejména na teplotu a relativni
vihkost vzduchu) (Randolph a Storey 1999). Prewaden intenzita parazitace hostitele
klistaty je do zn&né miry druhow specificka. Nafiklad bylo prokdzano, Ze mySice rodu
Apodemusspp. jsoucasgji parazitovany kligaty nez nornici rodiMyodesspp. V tomto
piipadt je divodem vyvinuta imunita rodMyodesspp. Vi¢i klistatim (Dizij a Kurtenbach
1995). DalSi rozdily v infestaciiznych druli hostitehh mohou byt dany fyziologickymi
¢i behavioralnimi faktory (nap vétSi parazitace u ptékhnizdicich na zemi) (Poupon et al.
2006, James et al. 2011, Norte et al. 2012). Vstikmostitele zase dava kiégdim moznost
se frichytit a tedy i UspdSre nasat {im vétSi/starSi zve, tim &tSi plocha, na kterou setie
Kliste prichytit). VSechny tyto faktory se vzajemprolinaji (Randolph a Storey 1999, Subak
2003, Vor et al. 2010, Kiffner et al. 2011b).

Parazité se obeé&nvyskytuji na hostitelich agregowan vétSina kli¥at se nachazi
na malém pé&u hostitei (nebo ¥tSina hostiteal ma jen nizky péet kli¥at). Divodi
ke shlukovani paraZitv ramci hostitelské populace je hnegkalik. Nekteré druhy maji
vyvinutou imunitu wici klistatim (Myodes spp.) (Dizij a Kurtenbach 1995), hostitelé
se snazi parazity mechanicky odstranit (Shaw et2@03) a rozdil je také v aktivit
zvirat, jak podle pohlavi, tak podle druhu (samdg@odemusspp.) (Talleklint a Jaenson
1997). DalSi dvod pro shlukovani paragitna hostitelich je jejich snazsi komunikace

a vyhledavani pohlavniho partnera pomoci feraim®folf a Votypka 2007).
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Dale bylo prokazano néjlad u hlodavé (Tamias striatus Peromyscus
leucopuy, Ze jsou vice infestovani samci nez sami¢eV@zré larvami a nymfami) (Ostfeld
et al. 1996, Talleklint a Jaenson 1997, BrunneisHeldl 2008). Mvodem niize byt obecé
vySSi aktivita samicnez samic, fpadré rozdily v imunit zpisobené hladinou testosteronu
(Craine et al. 1995, Perkins et al. 2003). MiraukbVitosti vyskytu parazit byva
popisovana trznymi indexy agregace (Lowd index, agregéni index K, ,patchiness”
a ,crowdiness" atd.), které jsou pouzivany i &ipact klistat (Kitron et al. 1991, Stanko

st

parazifi a jeji variance v populaci hostitele.

Agregaci kli¥at lze pozorovat i v ramcila jedince hostitele. vodem je jednak
vyhledani mista vhodného pro sani a zejména pakazegitd mechanickému odstrami
z povrchu &la hostitele (Hart 2000, Shaw et al. 2003). Larsguj malé a vyhledavaji mista
jako je hlava a fedni koretiny. Nymfy se také vyskytuji na hl&a za usSima, kde je
nejhife hostitel seSkrabne nebo jinak mechanicky odstEawdElci jsou nejvice nalézani na
krku a vmensi nié na hlag¢. Dusledkem agregace v ramci hostitele je vznik ,co-
feedingovych” uskupeni, coz m& vliv ndepos patogen V tomto ohledu je zvlast
dulezité, Ze shluky Kli&t nezahrnuji jen jedno stadium kigt na jedné casti
téla, ale vyskytuji se kombinace nymfy-larvy, nymfgsgilci a larvy-dosgici. V takovych
uskupenich pak dochazi kemosu patogena z jednoho stadia na drub&inou z nymf
adosplca na larvy (nymfy). Jelikoz nymfy a do&lpi sali vicekrat nez larvy
pravdpodobnost, Ze jsou nakazeni patogenem je vySSigiDegt al. 1998, Kiffner et al.
2011a).

DalSi dilezitym faktorem ovliviujicim abundanci klf&at na hostitelich je uplaini
tzv. ,diluéniho efektu®. Podstatou mechanizmu je, Ze pokudiedi p&etnimu naistu
v populaci hostiteél (pripadré vyskytu nového druhu), tak abundance, prevalenceira
agregace u klfst klesad (Krasnov et al. 2007).

3.4.2.2 Vztah virus Kkli$ové encefalitidy - hostitel (rezervoar)

Za rezervoarové hostitele vipact VKE jsou povaZzovani drobni savci (hlodavci),
zejménaApodemusspp. popipads Myodesspp. Jako nekompetentni hostitelé se jevi velci

savci (sudokopytnici) a ptaci.
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U hlodava@ bylo prokazano, Zze maji pa@me kratkou virémii (protilatky se tvo jiz
po 2 dnech) a imunni hostitelé maji nizSi pggpatiobnost penosu viru na kligt Proto
se [fedpoklada, Ze zasadni cestotensu viru jsou ,co-feedingova“ uskupeni sajicich
klistat na hostiteli. Vdchto uskupenich tedy dochazi k lokalninfarpsu viru i na imunnim
hostiteli (neviremicky fenos) =z nakazeného kht sajiciho v blizkosti kliste
nenakazeného (nymfa-larva, nymfa-nymfa atd.). Dtekplyva, Ze v takovychifpadech
je klis& zaroven vektor i rezervoar (Labuda et al. 1993a, 1993mdeiph et al. 1999).
Tvorba ,co-feedingovych” uskupeni je viastjak disledkem agregace v ramci populace

hostitele, tak agregace v ramci jedirtostitefi popsanych vyse.

Frekvence vyskytu ,co-feedingovych” uskupeni lavnymf (nymfy taktocasto
pienaseji patogeny na larvy) je ovlédma i vrejSimi faktory jako je relativni vihkost
a teplota. B suchém klimatu jsou nymfy nucenyistavat na niz§im porostu a vyhledavat
hostitele stejné jako larvalni stadia (Burri et2011). Dale bylo prokazano, Zze zastoupeni
,Co-feedingi“ pozitivné koreluje s velikosti hostitele. Také je prokazatelastjSi vyskyt
na roduApodemusspp. nez niyodesspp., jakoZzto tisledek nizsi parazitaddyodesspp.
klistaty, souvisejici s imunitni odpédi vaci klistéti (kterd u Apodemusspp. nevznika)
(Dizij a Kurtenbach 1995, Kiffner et al. 2011b).

| nekompetentni hostitelé mohou tiepo ovliviiovat vyskyt viru kligové encefalitidy
jednak tim, Zze umaidiji preziti i nedosplych stadii kligat pi nedostatku kompetentnich
hostiteli nebo @i nepiznivych klimatickych podminkach a dale také tim,goskytuji zdroj
potravy pro dosflé samice, které po naséati a kopulaci produkujsidgéneraci vajek
(Labuda et al. 2002, Carpi et al. 2008, Burri efall1).

3.4.2.3 Vztah vektor — virus kli®#ové encefalitidy

Hlavni kompetentni vektor prorgnos evropského subtypu VKE je v Ewvogliste
Ixodes ricinus pro sibisky a dalg-vychodni subtyp je th persulcatugSiss 2011). Jednou
nakazené kligtpak genasi virus na dalSi vyvojova stadia (transstagli@ne mozny, i kdyz

jen vzacg, také genos z matky na potomstvo (transovagaifDanielova et al. 2002b).

Stejre jako @i prenosu borélii byl prokazan vliv protéinv klis€cich slinach
i na penos VKE (SAT - ,salivary activated transmissiorldplatiuji se zejména supresory
interferonu  alfa a NK buk (natural Kkillers), které napomahaji jak fip

viremickém, tak neviremickémi@nosu viru z hostitele na kiéstv pripadt VKE je zapojeni
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téchto molekul kligcich slin je&t vyznamgjSi nez v pipad borélii, protoze virus
je intracelularni patogen. Virova infekce indukug@mplexni imunitni odpas’, kdy
nakazené hiky produkuji interferony, které inhibuji mnozenfwia také dochazi k aktivaci
NK burek, které néi buiky napadené virem (Nuttall 1999, Labuda et al. 200%zi dalSi
klistata, ktera jsou také schopna@empaset virus p#t nag.. |. ovatus Haemaphysalis

concinng Dermacentor reticulatugSuss 2011).
3.4.2.4 VVztahB. burgdorferi s.l. - hostitel (rezervoar)

Podob® jako u ostatnich klf&ty prenasenych patogéntaké u tohoto komplexu
bakterii se vyskytuji hostitelé 8aznou kompetenci kipnosu patogena. Mezi kompetentni
hostitele paf drobni savci jako hlodavcApodemus sylvaticug\. flavicollis A. agrarius
Myodes glareolusGlis glis, Microtus agrestignag. Gern et al. 1994, Humair et al. 1999)
a hmyzoZzravciNeomys fodiensSorex minutug S. araneusZe stedre velkych savé jsou
to hlodavci: Sciurus carolinensjsS. vulgaris Rattus norvegicysR. rattus hmyzozravci:
Erinaceus europaeusa zajicovci: Lepus europaeuysL. timidus (nag. Craine et al.
1997, Gern et al. 1997, Humair a Gern 1998). D&émpetentni hostitelé jsou
ptaci, zejménaradi dlouhokidli (Alca tordg, hrabavi Phasianus colchic)sa pvci
(Erithacus rubecula Fringilla coelebs Parus major Sylvia atricapillg Troglodytes
troglodytes Turdus merulaatd.) (nap. Humair et al. 1998, Hanincova et al. 2003, Codtste
et al. 2006). Naopak mezi nekompetentni hostiteddri pvelci savci (sudokopytnici)
napg.: Alces alcesBos taurusCapreolus capreolyervus elaphuysCervus nipponDama
damaaOvis aries(Gern et al. 1998, Richter a Matuschka 2010, Mbingteal. 2011).

K pienosu borélii taktéZz e dochézet i na nekompetentnich hostitelithspni
klistat v ,co-feedingovych® uskupenich (Gern a Rais )98&zervoarovi hostitelé borélii
vykazuji 1 ukitou specifitu k penosu jednotlivych genospecii. Je prokazana spojito
B. garinii a B. valaisianas ptaky, B. afzeliia B. bavariensiss hlodavci aB. lusitaniae
s jeStrkami a hlodavci.B. burgdorferi s.s. je spojovana jak s ptaky tak s hlodavci.
B. spielmaniije spojovana také s hlodavci (zejména plch zahyd&auter a Hartung 2005,
Margos et al. 2009, Richter et al. 2011). Hostiki&lspecifita zejm¢ vyplyva z odliSné
reakce komplementu hostitele s genospeciemi boréiii.. komplement hlodavclyzuje
B. garinii a komplement ptaklyzuje B. afzelii (Kurtenbach et al. 2001, 2002). Pod®bn

americké jestrky (Sceloporus occidenta)ismaji také schopnost difi borélie. Ricinou
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je zatim neidentifikovany krevni (sérovy) faktotely zredukuje infekci boréliemi jizip
sani ve sew klistéte (nejspiSe termolabilni protein) (Lane a Quisi®&®8, Lane et al.
2006).

3.4.2.5 Vztah vektor -B. burgdorferi s.I.

Spirochéty tohoto komplexu jsouigmdSeny nalovéka kompetentnimi vektory,
kterymi jsou ¥tSinou zastupateledilxodidae V Evrop: je z kompetentnich vektibnejvice
zastoupenixodes ricinus v Americe |. scapularisa |. pacificus a v Asii |. persulcatus
(Smetanova et al. 2007, Margos et al. 2009, Maneiedll. 2011). Také dalSi kiidta mohou
byt vektory @znych borélii, ¢etre ptivodor navratnych horek nap.. Argas spp.,
Ornithodorosspp.,Rhiphicephalusspp.,Amblyommaspp.,Dermacentorspp. a jeden druh
vSi Pediculus humanug¢Barbour a Hayes 1986, Lane et al. 2010, Andresittal. 2011,
Haitham et al. 2012).

Spirochéty ve vektorechigrivaji mezi vyvojovymi stadii — transstadialniepos.
Velmi zitidka mohou byt takéipnaSeny ze samice na potomstvo — transovaridériop
(efektivita grenosu je velmi nizka podle Nefedové et al. (20@Yze 1 ze 16 infikovanych
samicl. persulcatusdokazala fenést spirochéty na vélia) (Nefedova et al. 2004)réhos
pomoci ,co-feedingu* mezi stadii (napymfa-nymfa) na nekompetentnim hostiteli je take
mozny, ale jeho Uuggnost zavisi na vzdalenosti mezi sgotesajicimi kli¥aty - ¢im blize

jsou, tim pravépodobrjsi je penos (Richter et al. 2002).

Mrivrw s

naclovéku negastji (Hubalek et al. 2004). Déale se spekuluje 0 matinarenosu spirochét
LB jinymi hematofagnimi¢lenovci nez kligaty. B. burgdorferi s.I. byly nalezeny
nag. u komad rodu Culex a Aedes v tomto ipadt se ale pravtpodobré jedna pouze
o mechanicky fenos, ktery je charakterizovan tim, Ze vektor (atto gripact komar) neni
schopen fenést spirochéty z traviciho traktu do dalSiho itelet a tak #ejmé dochazi
k mechanickému f#enosu patogena pomoci kontaminovaného Ustniho jilgosik-
Bogacka et al. 2004, Biova et al. 2008, Nejedla et al. 2009).
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3.4.3 Metody identifikace hostitedi kliSt’at

Souwasné metody identifikace hostiieklistat zahrnuji jak odchyty zkdt a stanoveni
prevalence a abundance panazifi jednotlivych druzich hostiteSinski et al. 2006), tak
metody molekular& biologické (Moran Cadenas et al. 2007, Schmidi.2011).

Stanoveni abundance a prevalence pdramthostitelich se&sSinou provadi pomoci
odchyti hostitefi do pasti. U hostitele (naghlodavce) je uen druh, piblizné stdi, pohlavi,
hmotnost a poté je vy&enh na pitomnost parazit Podle pétu parazit na jedince jsou
vypoéteny prevalence a abundance parazita u danychidnoktiteli. Ze ziskanych dat
je mozné po statistickém zpracovani ¢iur rozdily vinfestaci iznych druli
hostiteli, druhovou diverzitu hostitélna dané lokali a také zavislost prevalence parazit
na pohlavi, hmotnosti, gi§edindi (Sinski et al. 2006). Zasadni nevyhod@ahto metod je,
Ze odchyt je uitym zpisobem vybrovy a vysledky tedy nedavaji komplexni informaci o
hostitelském spektréj zastoupeni daného druhu hostitele jakozto zdrojeavy v populaci
klistat.

Proto byly uskuténény pokusy o identifikaci hostiteleigdchozich stadii kliste
u klis'at po metamorféze, nenasatych hledajicich hostitelsowasnosti jsou tyto metody
zaloZzeny na amplifikaci a nasledné detekci hoskteIDNA ze zbytk krve ve stew
klistéte. Dosud bylo popséno ¢kolik metodik zaloZenych na reverzni hybridizaci
se specifickymi oligonukleotidovymi sondami (RLBeyerse line blotting®). Jednotlivé
metody se liSi lokusem, ktery je pro amplifikacibvgn. NejpouzivafSi molekularg
biologickou metodou je detekce a identifikace Heki s vyuZitim fragmentu
mitochondrialniho genu koédujiciho 12S rRNA (Moraadénas et al. 2007, Humair et al.
2007, Scott et al. 2012). Tento gen zatovaoskytuje dostat@ou variabilitu, ktera
umoziuje ukit hostitele dokonce na arovni rodu nebo druhu.ydmuto postupu je mozneé
identifikovat velké mnozstvi vzotkza relativié kratky ¢as, i kdyZz jde o metodu relati&n
drahou a usgsnost identifikace hostitielse odviji od st kliStéte (doby od jeho posledniho
(Pichon et al. 2003, 2005) nebo genu pro cytochbomitochondrii (Kirstein a Gray 1996),
které maji ¥tSi mezidruhovou variabilitu. Byla sice ziskanajrsiesenzitivita, ale nebylo
dosaZeno takové specifity a rozsahu&euaf drutii hostiteli jako s pouzitim 12S rDNA.
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Relativre novou molekularni metodou pro identifikaci hodfitklistat je n&reni
pomsri piirozenych stabilnich izotdpdusiku a uhliku'®N/*N, *C/*%C) v kli&atech. Tato
metoda byla fiwodré pouzivana pro studie potravni¢btézei v prirods. Pongry téchto
izotopi a jejich gedvidatelné modifikace jsou charakteristické prané hostitele a odrazi
hostitelské zdroje potravy. Tato metoda neni jehopna ukit druh hostitele, ale také
priblizné obdobi, kdy na &m klis€ naposledy salo. Navic tato metoda nema odliSné
vysledky v ptibéhu trdveni potravy kli§tem, protoZe tyto izotopy jsou inkorporovany
do jeho tkani. Velkou nevyhodou je zhorSujici sez@e/ita metody v pibéhu starnuti
klistéte a hlavd neschopnost identifikovat vzorky jednotlivych KAE (minimalni mozna
velikost vzorku jsouit klistata o celkové hmotnosti minim#lrD,28 mg). Tato metoda

se stale vyviji (Schmidt et al. 2011).
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4. Material a metody

4.1 SkEr vzorka a popis lokalit

V piirodnich oblastech byla kiidta sbirdna metodou vlajkovani. Podstatou této
metody je vléeni bilého flanelového pruhu latky (,vlajky*) po getaci a sbirani kifat,
kterd se na ni zachyti. 8 probihaly v rozmezi flezentijen 2009-2010 na vybranych
lokalitach Jihéeského kraje: Stromovk& ¢ské Budjovice), Zavadilka Ceské Budjovice),
Blatna, Ddice, Netolice. Stry provadli RNDr. Patrik Kilian a Mgr. Vaclav Honig.
Klistata roztidéna do sklednych zkumavek podle vyvojového stadia byleeyezena
do laboratée a uchovavanaip-75 °C az do jejich dalSiho zpracovani.

Odchyty hlodavé byly provagny v obdobi ke¢ten 2008-z8 2011 na lokalitach
LuZnice-SplavyRimov, Lisek, Star&eka, Chlum u Tebor¢ - Samoty a Hejtman. Odchyty
provadli RNDr. Miroslav Simek (ZF, JU), Jitka Havlova (ZBU), Mgr. Véaclav Honig
a RNDr. Patrik Kilian (BF, JU). ). Zvfata byla odchytavana do Zivolovnych pasti
s navnadou. Pasti byly kladeny v liniich a kontvdioy po soumraku a za usvitu. Odchycen&
zvirata byla uspana a byly zaznamenany jejitbsné parametry: délkala, délka ocasu,
délka zadni kotetiny, délka usniho boltce, pohlaviiitgizné stdi, lokalita odchytu atd.
Pti opakovanych odchytech byla raia ozn&ena zasthnutim prstu na kafetiné. Poté byla
zvireti prohledana srst, nalezena #dita byla odstrama pomoci pinzety a raZzténa do
1,5 ml mikrozkumavek podle mistaigati. Kli¥ata sajici agregovanv uskupeni - ,co-
feedingu* (do vzdalenosti 0,4 cm od sebe) bylagtsirdo stejné mikrozkumavky. Udaje
o zakliseéni jednotlivych odchycenych Zat a vyskytu ,co-feedingovych® uskupeni byly
zaznamenany. Zkd bylo po odezii inki anestézie vypudto zpt do grirody v lokalig
odchytu (Shski et al. 2006). Kligata byla kratkodob uchovana 4 °C, néasled#é byla
zapsana do tabulky podle vyvojového stadia a mpgisati a kédem byla v evidenci

piitazena k danému zeti a lokalit.

Jednotlivé lokality se liSily charakterem biotopu. Stromovka
[48° 58" 14.140°°N; 14° 27" 28.505"E] je typickéb@nni oblast (&stsky lesopark), kde se
lidé venuji venkovnim aktivitdm vSeho druhu. Vyskytujizie smiSené lesiky +iby, duby,
borovice lesni Betula pendula Quercus spp, Pinus silvestris s nizkym travnatym
a bylinnym podrostem a také upravované travnatéhgle okrasnymiiovinami. Vzhledem

k lokalizaci parku zde byvaji vysSi zimni teplotyakeé gizniva vihkost pro Zivotni cyklus
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klistat. Hostitelska fauna je zastoupen&devsim drobnymi obratlovci jezek zapadni,
mysSice lesni, veverka obecriZrihaceus europaeus, Apodemus flavicollis, Scivulgaris),
stredré velkymi obratlovci liSka obecndV(lpes vulpgs ptaky koscerny, sojka obecna
(Turdus merula, Garrulus glandariwd.) a velmi sidka i velkymi obratlovci srnec obecny

(Capreolus capreolys

Lokalita Zavadilka [48° 58" 47.32"'N; 14° 25" 47.4H] je periurbanni smisSeny les
v blizkosti néstské zastavby.iBvazuji zde stromy jako napsmrk ztepily Picea abiey
borovice lesni Rinus silvestriy dub zimni Quercus petraéa ziidka lipa srdita (Tilia
cordatg), topol osika Populus tremuld..) a liska obecnadQorylus avellana Podrost byl
sloZzen zejména z bir¢i a travin. Fauna je zastoupena drobnymi hloda¥goflemus
spp.,Myodes glareolus, Microtusspp., Sciurus vulgariy ptaky s ¥tSim podilem
sudokopytnik- srnec obecny, prase divokéapreolus capreolus, Sus scrpfa

VSechny nasledujici lokality patmezi girodni lokality a proto gekavame pblizné

shodné zastoupeni fauny iegchozi lokalitou. Lokalita Netolicpt9° 2' 28.288"N, 14° 10’

41.897"H je situovana pobliZ lesni cesty, turistické traspsady Peklo. Tento biotop je
spiSe susSi (orientace na jih)isyahou listnatych stroinjako jsou lipy Tilia cordata),
duby Quercusspp) a jen v malém zastoupeni smitkcéa abie} biiza Betula pendulp
buk (Fagus sylvatich jasan Fraxinus excelsior Podrost tviily piedevsSim travy -itina
kiovistni Calamagrostis epigejdssrhatiznatka (Dactylis glomerat® lipnice r@ni (Poa

annug, medyrtk meékky (Holcus mollig a byliny - rozrazil Iékesky (Veronica officinali$.

Také lokalita Blatna [49° 26~ 42.54""'N; 13° 52" BB.E] je v blizkosti vesnické
zastavby a tedy uUzkém kontaktu slidmi. Terén jeclpy s pestrou mozaikou flory
ekotonového charakteru. Flora je zastoupé&dou devin jako nap. javor ml€ (Acer
platanoide$, topol osika Populus tremuld..), liska obecndGorylus avellan® vrba jiva
(Salix caprey borovice lesniFinus silvestriy dub zimni Quercus petraéa habr obecny
(Carpinus betulus treSa ptati (Prunus aviumh Podrost zde tudy rostliny druhi — lipnice
hajni Poa nemorosga kostava ovi (Festuca oving srhafiznaka (Dactylis glomerati
kapral’ samec Dryopteris filix-ma$, titina kiovistni Calamagrostis epigejds rozrazil

lekarsky (Veronica oficinali$, hluchavky Lamiumsp.).

Posledni lokalita Dace [49° 5 56.90'N; 15° 26" 24.06'E] je charaktevana

nizkym porostem opadavych strdmNejvice zastoupeny je dub letnQuercus robuy
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s pimési smrku ztepilého Ricea abiey Z kefového patra je zastouperfepazmi smrk
ztepily. Bylinné patro je zde narozdil od ostatniokalit zastoupeno bohatou vegetaci
s druhy nap: ptatinec velkokty (Stellaria holostep hrachor jarni llathyrus vernug
plicnik lékasky (Pulmonaria officinaliy, trezalka tékovana Hypericum perforatum

zvonek kopivolisty (Campanula tracheliujna ostruzinik malinikRubus idaeus.).

4.2 Hriprava vzorki, izolace nukleovych kyselin

VesSkera manipulace s kiity a vzorky probihala v boxu s laminarnim prénich
(Telstar-Bioultra, ida 1l.). Byly pripravovany celkem 3 typy vzoik vzorky nenasatych
klistat pro izolaci DNA pro detekci borélii a molekul&rpiologickou identifikaci hostitele,
vzorky kligat z hostital pro izolaci DNA pro detekci borélii, vzorky kit z hostitei
pro izolaci RNA pro detekci viru kifevé encefalitidy. RNA byla izolovana pomoci kitu
QlAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen). DNA v fiipads nenaséatych kli&t byla izolovana
pomoci ,chelexové" metody a wipac vzorki klistat z hostitel, obsahujicich vzhledem
k cast&nému nasati vice potencialnich inhibitétCR, pomoci kitu DNeasy Blood & Tissue
(Qiagen) (souhrnviz. Tab. II).

Tab. Il Typy vzork @ a metody zpracovani

Typ vzorku | Zptsob gipravy kliét’Fa; (tjlcveztorek Izolovana NK Nrﬁ\é?géj)],'f'
Vlajkovana ,Chelexova“ 1 DNA RLB-host,
Klistata metoda RLB-bor
Klistata QlAamp” Viral
z odchycenych| RNA Mini Kit 1 RNA RT-PCR
hostiteli (Qiagen)
Klistata DNeasy Blood
z odchycenych| & Tissue 1 DNA RLB-bor
hostiteli (Qiagen)

* RLB-host- metoda ,reverse line blotting” pro indékaci hostitele (Humair et al. 2007),
RT-PCR- reverzni trnaskriptazova polymerazestdzova reakce pro detekci RNA viru KE,
RLB-bor- metoda ,reverse line blotting* pro detelaiidentifikaci genospeciBorrelia
burgdorferis.l. (Gern et al. 2010).

Nenasata kltsata sbirana vlajkovanim byla rateina po jednom do homogeniréch

zkumavek se 150ul sterilniho fosfatem pufrovaného fyziologickéhoztaku (PBS-
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.phosphate buffered saline”; 137mM NaCl, 2,7mM KCQ,5mM KHPQ, 8,1mM
Na HPQ,; pH 7,3), byla fidana sterilni ocelova kuka (5 mm) (Qiagen) a homogenizace
prokehla v pistroji TissueLyser 1l (Qiagen) po 3 miti 30 Hz.

Vzorky byly nasledd zpracovany pomoci ,chelexové” metody (Walsh et al.
1991, Rudenko et al. 2005). Ke zhomogenizovanynmkézo byla po 40Qul rozpipetovana
10% suspenze Chef®x00 Resin (BioRad Laboratories, USA) v TE pufr0 (bl 1M Tris
+2 ml 0,5M EDTA pH 8 v 1 | destilované vody). Vkgr byly inkubovany pes noc
v pristroji Mixing block MB-102 (Bioer) fi 56 °C za michani 80Gepi/min. Po dalSi
inkubaci 10 min. fi 95 °C byly vzorky promichany a centrifugovany inmii maximalnich
otatkach. Vznikly supernatant byl odebran do sterilri¢h ml mikrozkumavek a skladovan
pii -75 °C. Tento supernatant byl pouzit k detekcidantifikaci druhi borélii a detekci
hostitelské DNA. Cely postup zahrnovaligravu negativni kontroly neobsahujici Kdist

Cast&nd nasata i nenasata kiéa z odchycenych 2wt byla po jednom umisia
do ozng&enych homogenizaich mikrozkumavek obsahujicich ocelovou &ili (5 mm)
(Qiagen) spolen¢ s 200ul sterilniho PBS (,phosphate buffered saline*) anlogenizovana
pomoci pistroje TissueLyser Il (Qiagen) po 3 miii 30 Hz. Poté bylo 8Qul pouZzito
pro izolaci DNA pomoci komeniho kitu DNeasy Blood & Tissue (Qiagenjepré podle
navodu vyrobce (DNea8yBlood & Tissue Handbook 07/2006). Dalsich 10&zorku bylo
pouZito pro izolaci RNA pomoci kitu QlAarfipviral RNA Mini Kit (Qiagen) podle navodu
vyrobce (QIAamf Viral RNA Mini handbook 04/2010). iprava vzork a izolace
nukleovych kyselin zahrnovala také negativni kdntrétera neobsahovala kkStvVznikly
eluat s izolovanou virovou RNA byl pouzit jako teldppro reverzni transkriptdzovou PCR
(RT-PCR), jejiz princip spiva v geepsani virové RNA do cDNA (,complementary DNA*).

4.3 Detekce patogein
4.3.1 Virus klig’ové encefalitidy

RNA viru klistové encefalitidy byla detekovana pomoci reverzmskriptazové PCR
(RT-PCR). Jako templét pro RT-PCR byl pouzit elgéazolovanou virovou RNA. Nejprve
bylo do 0,2 ml mikrozkumavek rozpipetovano palrimeru TBE 1(R) (Generi-Biotech,
CR) a po 4ul vzorku (pro pozitivni kontrolu 1ul kontrolni RNA kmen Neudoerfl
a 3ul DEPC HO, pro negativni kontrolu reverzni transkripcel DEPC HO). Promichané

vzorky byly inkubovany v termalnim cycleru GeneRBioer) @i 70 °C 5 min a poté byly
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mikrozkumavky ihned zchlazeny na ledu. Do kazdérazkumavky bylo napipetovano
po 19ul reakéni snesi, ktera obsahuje: 5x M-MLV reaki pufr (5 pl), smds dNTP 10 mM
(1,25 ul), Ribolock-inhibitor RNaz (0,75 ul), M-MLMWeverzni transkriptazu (1 pl),
DEPC HO (11 ul). Po promichani byly vzorky inkubovanyréth pii 37 °C a naslednbyl
enzym inaktivovan inkubaci 10 mirfiprO °C. Takto vznikla cDNA byla uskladna gi -
75 °C a pozdi pouzita pro PCR.

PCR prokhla za nasledujicich podminek. Do pozZzadovanéhenubjreakni smesi
Combi PPP master mix bylyigany primery TBE 1(R), TBE 1(F) (Generi-BiotedfiR)
(Swaiger a Cassinotti 2003) po 1 ul/vzorek &smozpipetovana do 0,2 pl mikrozkumavek
po 21 ul. Po pdani templatu prothla PCR reakce v termalnim cycleru GenePro (Bioer).
Vysledné koncentrace v reak siesi na 1 reakci: 1x koncentrovany Combi PPP masber m
(Top-Bio CR) (75 mM Tris-HCI, pH 8,8; 20 mM (NpLSOs; 0,01% Tween20; 2,5 mM
MgCly; 200 uM dATP; 200 uM dCTP; 200 uM dGTP; 200 uMI&T 2,5 U Taqg purple
DNA polymerazy; stabilizatory a aditiva), PrimerBE 1(F)

(GGGCGGTTCTTGTTCTCC), TBE 1 (R) (ACACATCACCTCCTTGHNGACT) (0,4
uM), DEPC voda.
Podminky PCR reakce: 1. Uvodni denaturac®p °C po 10 min

2. 35 cykii: Denaturaceip95 °C po 15 s
Nasedani primémii 60 °C po 30s
Elongace p 72 °C po 30s

3. Udrzovaci teplota 14 °C

Elektroforetickd separace PCR produktrokthla na 2% agarézovém gelu v pufru
TAE (40 mM Tris-acetat, 2 mM EDTA, pH 8,3; Mercie 13 pl vzorku bylo pdano
2,2 ul nanaSeciho pufru 6x Orange DNA Loading Dyeerhentas) smichaného
s 5x koncentrovanym barvivem SYBR Green (Amresc&A)) Separace probihalatip
110V po 1 h, vysledné prouzky byly vizualizovary WV transiluminatoru a fotograficky
zdokumentovany. Ve vzorcich pozitivnich na virusstidvé encefalitidy byl pozorovan

fragment o velikosti 68 pb a porovnan s pozitivontolou.
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4.3.2Borrelia burgdorferi sensu lato

Genospecie borélii byly detekovany a identifikovggmoci metody RLE,reverse
line blotting) (Gern et al. 2010). Tato metoda 7@loZzena na hybridizaci druh®v
specifickych oligonukleotidovych sond ukotvenych maembras s PCR produkty
znaenymi biotinem a jejich nasledné detekci pomocintheminiscence.Cast genomu
borélii zvolena pro amplifikaci obsahuje variabiintergenovy mezernik umésty mezi
dvéma kopiemi get pro ribozomalni RNA podjednotek 23S a 5S. Jakatpoi kontrola
byla vtéto metodl pouzita DNA izolovana z kulturyB. burgdorferi s.s. kmen B31
a do negativni kontroly byla misto templatové DNidana PCR K.

Pro RLB byla pouZita membrana Biodyh€ (Pall Corporationjktivovana v roztoku
16% EDAC (N-(3-dimethylaminopropyl)-N"-ethylcarbadide hydrochloride) (Merck,
SRN) po 10 min. { laboratorni teplat Na membranu byly v miniblotteru naneseny
5’amino zn&né sondy rfedkné na koncentraci 500 nM v roztoku 500 mM NaHCO
o pH 8,4 (0,84 g NaHC£do 20 ml HO). Sondy byly na membrarinkubovany 1 min.
pii laboratorni teplo€ (LT), nasledd byla membrana inaktivovana 100 mM NaOH
(0,49 NaOH do 100 ml $©) po 10 min. fi LT. Po promyti v roztoku 2x SSPE/0,1 % SDS
(89 ml HO, 10 ml SSPE 20x, 1 ml SDS 10 %) po 5 mii. g0 °C byla membrana
pripravena k pouziti. Pouzité sondy a jejich sekvgaoa uvedeny v Tab. lIl.

Pomoci ,touch down* PCR s primery 23SbAiCAGGGTACTTAGATGGTTCACTT)
a 5Shor (zngeny biotinem) Kiotin-GAGTTCGCGGGAGAGTAGGTTATT) (Alekseev et al.
2001) byly pripraveny zn&ené PCR produkty. SloZzeni PCR reakce bylo stejké ja
v predchozim fipack.

Podminky ,touch down* PCR:

I. CAST PROGRAMU(9 cykii):
1. P@ateini denaturace 5 minfi@4 °C
2. Denaturace 20 gi®4 °C
3. Nasedani primér30 s i 60 °C

4. Elongace 30 sip72 °C

30



- v kazdém nasledujicim cyklu byla teplota nasedammeri snizena o 1 °C, dokud
nedosahla 52 °C.

ll. CAST PROGRAMU(40 cykh):

5. Denaturace 20 gi®4 °C
6. Nasedani primér30 s i 52 °C
7. Elongace 30 sip72 °C

ll. KONECNA ELONGACE 7 min. g 72 °C a udrzovaniip14 °C dokud nebyly vzorky

vyndany z cycleru.

PCR produkty byly ni@dény v roztoku 2x SSPE/0,1 % SDS (20 pl produktu & u8
roztoku 2x SSPE/0,1 % SDS) a denaturovany 10 nilir@9°C. Denaturované vzorky byly
ihned zchlazeny na ledu a membrana inkubovana $2RE/0,1 % SDS 5 minfipLT.
Membrana byla uz&ena do blotteru tak, aby nanesené sondy byly kohlaojamky
miniblotteru a pipravené vzorky byly naneseny do jamek. Poté naskd hybridizace
60 min. @i 42 °C. Nasled& byly vzorky z miniblotteru odsaty a membrana proamna
2x v roztoku 2x SSPE/0,5 % SDS (170 miGH 20 ml SSPE 20x, 10 ml SDS 10 %)
po 10 min. pi 52 °C. Poté byla membrana inkubovana v roztokojgatu streptavidin-
peroxidaza (2x SSPE/0,5 % SDS + 3 pl konjugatu)n80. pi 42 °C. Nakonec byla
membrana promyvana 2x nejprve v roztoku 2x SSBE®SDS 10 min.ip 42 °C a poté
2Xx v roztoku 2x SSPE po 5 mini jb.T.

Hybridizovand DNA byla na membré&rdetekovana pomoci chemiluminis¢aio
detekniho kitu (ECL detection kit, GE Healthcare) podiévodu vyrobce. Kifpravené
membrag byl vtemné komie piloZen citlivy film (KODAK® BioMax Light Film,
Francie), ktery byl exponovan po dobu 2 hodin. Fidgl nasleds vyvolan standardnim

postupem.

Pro opakované pouziti byla membrana dehybridizowar@ztoku 1% SDS (180 ml
H,O, 20 ml SDS 10 %) po 1 hiip80 °C a promyta v roztoku 20 mM EDTA (4 ml
0,5M EDTA, pH 8 do 100 ml D) o pH 8 po 15 min.ip LT. Pro dlouhodobé skladovani

byla membrana uloZena v plastoversksépii 4 °C.
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Tab. 1l Sondy pouzité pii RLB pro identifikaci druhu borélii

Sond . ;oA .
y Genospecie Sekvence (5°- 3") Citace
zkratka
SL B. burgdorferis.|. 5'- amino-CTTTGACCATATTTTTATCTTCCA R;."‘Efg“g%ft
ss B. burgdorferi 5'- amino-ACACCAATATTTAAAAAACATAA Rijpkema et
S.S. al. (1995)
AF B. afzelii 5'- amino-AACATTTAAAAAATAAATTCAAGG R;."‘Efg“g%ft
GA B. garinii 5'- amino-AACATGAACATCTAAAAACATAAA R;."‘Efg“g%ft
GANE B. garinii 5'- amino-CAAAAACATAAATATCTAAAAACATAA PO‘(‘ZF’SSG‘;I al.
. , . Gern et al.
GANE1 B. garinii 5'- amino-AAAATCAATGTTTAAAGTATAAAAT 2010)
VSNE B. valaisiana 5'- amino-TATATCTTTTGTTCAATCCATGT PO‘(‘SSSG‘;I al.
LUSINE B. lusitaniae 5'- amino-TCAAGATTTGAAGTATAAAATAAAA PO‘(‘ZF’SSG‘;‘ al.
N 5’- amino- Gern et al.
LUSINEL B. lusitaniae CATTCAAAAAAATAAACATTTAAAAACAT (2010)
. , . Gern et al.
LUSINE2 B. lusitaniae 5'- amino-AAATCAAACATTCAAAAAAATAAAC 2010)
. . , . Gern et al.
SPINE2 B. spielmanii 57- amino-GAATGGTTTATTCAAATAACATA (2010)
. . , . Gern et al.
SPINE3 B spielmanii 5’- amino-GAATAAGCCATTTAAATAACATA (2010)
BISNE1 B. bissettii 5'- amino-AAACACTAACATTTAAAAAACAT G(ezrgle(;)a"
. .. , . Gern et al.
BISNE2 B. bissettii 5'- amino-AACTAACAAACATTTAAAAAACAT 2010)

4.4 |dentifikace hostitel

K identifikaci fragmeni hostitelské DNA byla pouzita metoda RLB s podobnym
postupem jako pro identifikaci genospecii boréliguze pi promyvani po hybridizaci
membrany byla teplota zvySena na 54 °C. Membraaapstitele obsahovala také rozdilné
sondy (viz. Tab. IV). Zn&eny PCR produkt pro hybridizaci byltipraven pomoci
s<touchdown* PCR za shodnych podminek jako tedcthozim fpac, ale s odliSnymi
primery: 12S-6F (CAAACTGGGATTAGATACC), 12S-9R (zteny biotinem) (biotin-
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AGAACAGGCTCCTCTAG). Pomoci &chto primett byl amplifikovan usek ribozomalni
DNA obratlovai (Moran Cadenas et al. 2007).

Tab. IV Sondy pouZzité pfi RLB pro identifikaci hostitele (Humair et al. 2007)

y Cilovy organizmus
Cislo Nazev sondy
Sekvence (5'- 3")
1-Small rodents Muroidea(Muridae,Cricetidag
1
(Drobni hlodavci) 5"amino-GGCGGTACTTTATATCCAT
Artiodactyla Bovidae, Cervidae, Suidae
2
(Sudokopytnici) 5’amino-TATTCGCCAGAGTACTAC
Aves Ptaci
3 .
(Ptaci) 57amino-TACGAGCACAAACGCTTAA
Lizards Jeskrky
4
(Jestrky) 5"amino-GAGAACTACAAGTGAAAAACT
Myodes (Clethrionomys) glareol@isornik rudy)
5 Clethrionomys
5amino-AAACTTCAACATTTATAAAACAAAAG
Apodemus sylvaticuysnysice Kovinna),A. flavicollis (mySice lesni)
6 Apodemus sp.
57amino-TAAACTTAAATAATTTAATAACAAAACTAT
M Microtus agrestighrabo$ mokadni),Micromys minutugmyska drobna)
7 M
agrestis/Micromys 5 amino-CTTAGCCCTAAACTTTAATAATT
Microtus arvalis(hrabo$ polni)
8 M. arvalis
57amino-AAACCTCAATAATTTAGAAACAAAAA
Micromys minutugmyska drobna)
9 M. minutus
57amino-AAACTTTAATAATTCCACAACAAAAT
Rattus norvegicu@otkan obecny)
10 R. norvegicus
57amino-AACCTTAATAATTAAACCTACAAAAT
Sciurus vulgarigveverka obecna)
11 S. vulgaris
57amino-AACATAGACACTCAATTAACAAG
Myoxus glig(plch obecny)
12 M. Glis
5"amino-AAACCCTTACTAACGCAAC
L. europaeus Lepus europaeugajic polni)
13
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57amino-TTAAACCTAAATAATTTCCTAACAAA

Erinaceus europaeugezek zapadni)

14 E. europaeus
5"amino-GACAGTTACTTAACAAAATTGTA
Sorex araneug§rejsek obecny)
15 S. araneus
5"amino-GGTATTTAACCTAACAAAAATAC
Neomys anomalusejseccerny), N. fodiengrejsec vodni)
16 Neomys sp.
5"amino-ACAAAATTACTCGCCAGAG
Talpa europaedkrtek obecny)
17 T. europaea
5"amino-ACCAAGACAATCAAGTTAACA
Vulpes vulpegliSka obecnd)
18 V. vulpes
5"amino-CTATAACAAAACAATTCGCCA
Meles melegjezevec lesni)
19 M. meles
5"amino-GATAACTCACAGAACAAAACT
Mustela erminedlasice hranostaj)
20 M. erminea
5"amino-CATAAATAGTTCTAACAACAAAAC
Mustela putoriugtcha: tmavy)
21 M. putorius
5"amino-CTAAACATAAATAATTATCACAACAA
Capreolus capreoluésrnec obecny)
22 C. capreolus
5"amino-CCTAAACACAAGTAATTAATATAACAA
Sus srofgprase divokeé)
23 S. scrofa
5"amino-ACCCAAATAGTTACATAACAAAA
Turdus merulgkosc¢erny), T. iliacus(drozdcvréala), T. philomelogdrozd
zpévny), T. pilaris (drozd kviala),Parus major(sykorka kaadra),P.
24 Turdusssp./Parus caeruleug(sykorka motinka)
5"amino-TGATGCTCGATATTACCTG
Erithacus rubeculdervenka obecnd)
25 E. rubecula
5"amino-ATCTTGATGCTCCACCTTA
Parus major(sykorka kdiadra),P. caerulugsykorka mo#éinka)
26 Parus sp.
5’amino-TGAGCGTCCGCCTGA
Parus ater(sykorka uhelriek)
27 P. ater
5"amino-TTGATGCTTAACATTACCTGA
Fringilla - . . T . .
28 Fringilla coelebs(pénkava obecnak. montifringilla (pénkava jikavec),
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Pyrrhula pyrrhula(hyl obecny)
sp./Pyrrhula sp.
57amino-TGATGCTTACCCCTACTAA
Prunella modularigpévuska modra)
29 P. modularis
57amino-TGATGCTTAACCCTACCTA
Sitta europaedbrhlik lesni)
30 S. europaea
57amino-TATACAACCTAAGCATCCG
Sylvia atricapilla(pénice ¢ernohlava)
31 S. atricapilla
5’amino-GCTCGATCTTACTGGAG
Troglodytes troglodytestizlik obecny)
32 T. troglodytes
57amino-TGATGCTTTATATAACCCAAG
Garrulus glandariugsojka obecna)
33 G. glandarius
57amino-TTGACACTCTATGCTACCT

4.5 ldentifikace druhu vektora

PoSkozeni zejména ustniho Ustroji tdiS@i jejich odebirani z uspanych drobnych
sava@ znemo#ovalo identifikaci kli€at podle morfologickych znak Proto bylo k rozliSeni
Ixodes ricinusal. triangulicepspouzito PCR dle metodiky Paulauskas et al. (20BRyzeni
reakce bylo oft stejné jako v fedchozich fipadech. Pouzity byly primery Ixri-F
(GGAAATCCCGTCGCACG) a Ixri-R (CAAACGCGCCAACGAAC) (®ulauskas et al.
2008).

Nastaveni PCR programu: 1. Uvodni denatura&c@5°C po 10 min
2. 35 cykl: Denaturaceip 95 °C po 15 s
Nasedani primépii 45 °C po 30s
Elongaceip72 °C po 30s
3. Udrzovaci tdpld4 °C

V piipack I. ricinus byl ziskan fragment o velikosti 150 ph.uriangulicepso velikosti
200 pb. Produkty byly odliSeny podle velikosti parhoelektroforetické separace
na 2% agarézovem gelu.
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4.6 Statistické zhodnoceni dat

Pro vesSkera statistickd zhodnoceni byl pouzit @ogSTATISTICA ver.10 (StatSoft,
USA). Pro porovnani prevalenci a &Sposti identifikaci bylo pouzito konting&rich
tabulek a test Pearsibn y°. Dale byl pouzit Fishév exaktni test a Mann-Whitney U

test, linearni regrese. Za statistickyigazné byly povaZzovany vysledky p<0,05.
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5. Vysledky

5.1 Molekularni identifikace hostiteli u klist'at ze slér
Celkem bylo testovano 669 vzark642 nymf a 27 dosici) na gitomnost hostitelské
DNA. Priklad vysledku metodiky RLB je uveden na Obr. 1.

WK NoOuUThw N -

Obr. 1 Priklad vysledku identifikace druih hostitefi klistat pomoci metody RLB
(horizontélrg-sondy, vertikéls-vzorky, sondyislované podle gadi v Tab. 1V)

5.1.1 Usgdnost identifikace

Z celkow 669 vzorki prokehla identifikace Usgsne u 66 % (444 pozitivnich vzodl.
Uspsnost identifikace nymfalnich stadii dosahla 65 420). Kontrolé byly provedeny
i skéry dosgglct na lokali® Stromovka. U dosfici dosahla usfgnost identifikace 89 %
(24/27). Rozdily v usgsnosti identifikace mezi stadii byly statistickyukazné pouze
pii porovnani celkovych hodnot (Peargeny’ test; p<0,01), $ porovnani hodnot
jen v ramci lokality Stromovka, nebyly nalezenytisticky prikazné rozdily. Podrokisi

vysledky jsou uvedeny v Tab. V.
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Tab. V Uspésnost identifikace podle vyvojovych stadii kligat

Stadium klisste Pccet identifikqvan)'/ch Podil idgntifikqvanych z celkového
vzorki (z celkového petu) poctu identifikovanych vzork
Samice 11 (12) 92 %
Samci 13 (15) 87 %
Nymfy 420 (642) 65 %
Celkem 444 (669) 66 %

Vzorky byly ziskany v pibéhu roku 2009 (211) a 2010 (458). WSpost identifikace
v zavislosti na roku sibu byla pikazre vysSSi vroce 2009 (77 %) nez 2010 (61 %)
(Pearsofiv y° test; p<0,01). Rozdily v Gspnosti identifikace hostité] mezi jednotlivymi
mesici skEru (v letech 2009 a 2010), nebyly statistickykazné (viz. Tab.VI).

Tab. VI Uspédnost identifikace podle nésice skru

Mésic. rok sBru Patet identifikqvanych vzonk Podil id,entifikovanych

’ (z celkového pé&tu) z celkového pé&tu vzorki
Duben 2010 49 (83) 59 %
Cerven 2010 123 (201) 61 %
Srpen 2010 63 (100) 63 %
Rijen 2010 46 (74) 62 %
Duben 2009 37 (51) 73 %
Kvéten 2009 29 (35) 83 %
Cerven 2009 67 (84) 80 %
Cervenec 2009 11 (19) 58 %
Srpen 2009 19 (22) 86 %

Vzorky byly ziskany z nasledujicich lokalit: Strowka, Zavadilka, Blatna, Qce,
Netolice. Uspdrg identifikovano bylo u lesoparku Stromovka 163 z12{77 %)
vzorka, u lokalit Zavadilka 96/158 (61 %) vzarkBlatna 56/100 (56 %), Bece 66/100
(66 %) a Netolice 63/100 (63 %) viz Obr. 2. RozdilyasgsSnosti identifikace mezi

jednotlivymi lokalitami byly statisticky fitkazné (Pearsdm ¥ test; p<0,01).
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Obr. 2 Uspssnost identifikace hostitele v zavislosti na lokali

5.1.2 Celkové zastoupeni hostitéll . ricinus

Z dostupnych 4 skupinovych a 29 rodovych/druhovgomd hybridizoval alespio
jeden vzorek s 3 skupinovymi (Zadny nehybridizowsd sondou lizards/jeSky")
respektive s 13 rodovymi/druhovymi sondami. Nejvizastoupenymi skupinami byly

sudokopytnici a drobni hlodavci, kiespole&né poskytli zdroj potravy pro té#h 3/4 kligat.

U nékterych vzork byl identifikovan vice nez jeden hostitel (166/66&rki, 37 %)
ato statisticky prkazre vice u dosglca (21/27; 78 %) nez u nymf (145/642, 23 %)
(Pearsofiv y* test; p<0,01). Vzorky, u kterych se shodovala wéddruhova identifikace
s identifikaci skupiny, byly zagteny jako jedna identifikace a to pgayako ta vice
specificka (rodova/druhova) sonda. U ostatnich kigon kterych byl identifikovan vice nez

jeden hostitel, byli zagideni vSichni hostitelé jako jednotlivé identifikace

AR

Ve vzorcich, u kterych byl hostitel e identifikovan az na urowerodu/druhu bylo
neiastji detekovanym hostitelem prase divok&ué scrofp Dale byly vyznamé
zastoupeni hraboSiMicrotus agrestiy lasice Mustela erminep liSka (Vulpes vulpés
veverka Gciurus vulgaris) drozdi/kosi Turdus sp.), mySice Apodemussp.) a rejsci
(Neomys fodiensPodrobné vysledky jsou uvedeny v Tab. VII, Obr. 3
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Tab. VII Zastoupeni skupin druha a druha hostiteli

Druh hostitele

Paet identifikaci (% z celkového ptu
identifikaci)

Drobni hlodavci

154 (23,0 %)

Sudokopytnici

93 (14,0 %)

Ptaci 91 (13,7 %)
Myodes glareolus 2 (0,3 %)
Apodemusp. 8 (1,2 %)
Microtus agrestis 33 (5,0 %)
Rattus norvegicus 6 (1,0 %)
Sciurus vulgaris 11 (1,7 %)
Erinaceus europaeus 1 (0,2 %)
Neomys fodiens/anomalus 7 (1,0 %)
Vulpes vulpes 15 (2,3 %)
Mustela erminea 29 (4,4 %)

Sus scrofa 197 (30,0 %)
Capreolus capreolus 2 (0,3 %)
Turdussp. 9 (1,4 %)

Garullus glandarius

3 (0,5 %)




0,3% 1 T’éloﬁ %

Susscrofa
30%

Mustela erminea
4%

Microtus agrestis
5%

B Myodes glareolus

Drobni hlodavci
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B Apodemus sp.
B Rattus norvegicus

M Sciurusvulgaris
Sudokopytnici
14%

B Neomyssp.

m Vulpes vulpes

Turdus sp.

Garullus glandarius

Obr. 3 Celkovy gehled skupin druina druhii hostitefi

Pro &tSi prehlednost byly néasledrvSechny usgsre identifikované vzorky Ziazeny

k neékteré ze skupin hostitiel(drobni hlodavci, sudokopytnici, ptaci, hmyzoziagelmy).

Souhrnné vysledky jsou uvedeny v Tab. VIII., Obr. 4

Tab. VIII Celkové zastoupeni skupin druhi hostiteli

Druh hostitele

Paiet identifikaci

Drobni hlodavci

214 (32 %)

Sudokopytnici

292 (44 %)

Ptaci 103 (16 %)
HmyzozZravci 8 (1 %)
Selmy 44 (7 %)
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Obr. 4 Celkové zastoupeni skupin diuhostiteti

5.1.3 Zastoupeni druli hostitela na jednotlivych lokalitach

Na kazdeé z lokalit bylo zji8ho odliSné zastoupeni skupin déuhdruhi hostiteti.
Ze skupin druh hostiteti, kromg lokality Stromovka, fevazovali na vSech lokalitach drobni
hlodavci. Na lokal& Stromovka bylynejvice zastoupeni ptaci. Z drufostiteti na vSech
lokalitach grevaZovalSus scrofaDruhy, jako nap Rattus norvegicygrinaceus europaeuys
Vulpes vulpesa Garullus glandarius se vyskytovaly vyhradnna lokalit Stromovka. BliZsi
informace o zastoupeni hostiteliz Tab. IX, Obr. 5.
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Tab. IX Zastoupeni druhi hostiteli na jednotlivych lokalitach.

%6)

Stromovka | Zavadilka Blatna Dcice Netolice
Drobni hlodavci 50 (15 %)| 30(26,6 %) 14 (23,3 %) 1 (24 %) 39 (57 %)
Sudokopytnici 42 (12,6 % 28 (25 % 5 (8,3 %) 14 ¢4) 4 (6 %)
Ptaci 67 (20 %) 5 (4,4 %) 2(3,3% 13 (15 %) 4B
Myodes glareolus 1 (0,3 %) 0 0 0 1(1,5%)
Apodemusp. 3 (0,9 %) 1 (0,9 %) 4 (6,7 % 0 0
Microtus agrestis| 26 (7,8 %) 4 (3,5 %) 0 2 (2,3 %) 1(15%
Rattus norvegicus 6 (1,8 %) 0 0 0 0
Sciurus vulgaris| 1 (0,3 %) 7 (6,2 %) 11,7 %) 0 2 (3%)
Erinaceus 1 (0,3 %) 0 0 0 0
europeus
Neomys 5 (1,5 %) 2 (1,8 %) 0 0 0
fodiens/anomalus
Vulpes vulpes | 15 (4,5 %) 0 0 0 0
Mustela erminea| 21 (6,3 %) 2 (1,8 %) 2 (3,3 %) 3(B5% 1159
Capreolus 0 0 1 (1,7 %) 1 (1,2 %) 0
capreolus
Sus scrofa 86 (26 %) 32 (28 %) 30 (50 % 33(389%) 16 (23,5
Turdussp. 6 (1,8 %) 2 (1,8 %) 1(1,7% 0 0
Garullus 3 (0,9 %) 0 0 0 0
glandarius
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Obr. 5 Zastoupeni skupin dridthostiteti na fiznych lokalitach

5.2 Molekularni identifikace Borrelia burgdorferi s.l. u klig’at ze

sbéra

Celkem bylo vySéeno 669 klifat na pitomnost DNA Borrelia burgdorferi s.I.
(642 nymf a 27 dosiici), ktera pochazela z celkem 5 lokalit. VSechnatht& byla
testovana na spirochéti. burgdorferi s.I. pomoci metody RLB f{jklad vysledku

je znazorgin na Obr. 6).
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Obr. 6 Priklad vysledku detekcBorrelia burgdorferis.l. pomoci metody RLB

V ramci porovnani lokalit byly off nalezeny pikazné rozdily v prevalenci jak
u vSech kligat, tak i pouze u nymf (dosglgi byly sbirani pouze na lokatitStromovka)
(Pearsonv ¥ test; p<0,01). Prevalence borélii se pohybovalabéh na lokali Stromovka

az po 27 % na lokaditNetolice (Tab. X).

Tab. X Prevalence komplexuB. burgdorferi s.l. na jednotlivych lokalitach

Stromovka 14 (184) 11 %
Zavadilka 33 (158) 21 %
Blatna 27 (100) 27 %
Dasice 17 (100) 17 %
Netolice 23 (100) 23 %
Celkem 114 (642) 18,4 %
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Celkova prevalenc®. burgdorferidosahla 18,4 % (123 pozitivnich vzérk 669).
Prevalence u nymf (17,8 %) byla statistickyi@azre nizSi nez u dosica (33,3 %)

(Pearsofiv ° test; p<0,01) (viz. Tab. XI).

Tab. XI Prevalence borélii v jednotlivych stadiichkliSt’at

Stadium Pocet vySefenych Pocet pozitivnich Prevalence
Nymfy 642 114 17,8 %
Samice 12 3 25 %
Samci 15 6 40 %

Dosglci 27 9 33 %
Celkem 669 123 18,4 %

V prabéhu sezény 2009 i 2010 prevalence borelii kalisala. Celkova prevalence
byla v roce 2009 statisticky itrazrs nizsi (11 %) neZ v roce 2010 (22 %) (Peafsoyf
test; p<0,01). Nejvyssi prevalenBe burgdorferis.l. byla zjiS¢na v dubnu 2010 (25,3 %)
anejnizsi vdubnu 2009 (6 %) (gopv kwétnu 2010, 0 %). Rozdily v prevalenci
v jednotlivych nésicich nebyly statisticky pkazné (Pearsdiv y° test; p<0,05).

Metoda RLB umoznila identifikaci borélii na drovgenospecii. Mezi pozitivnimi
vzorky byly nejvice zaznamenény infekd afzelii (n=56) a B. garinii (36), dale
B. burgdorferisensu stricto (27) a nejméB. lusitaniae(13) aB. valaisiana(10). Byly také
zaznamenany ko-infekce vice druhy zatowelkem ve 23 fipadech (19 %). Ko-infekce
dvéma druhy se objevila v kombinacicB. afzelii a B. garinii (n=10), B. garinii
aB. valaisiana(4), B. burgdorferis.s. aB. afzelii (4), B. garinii a B. lusitaniae (1),
B. valaisianaa B. lusitaniae(1), B. afzeliia B. lusitaniae(1). Ko-infekce temi druhy byla
zaznamenana pouze ve dvotippdech a jednalo se o druBy garinii, B. valaisianaa
B. lusitaniag(viz. Obr. 7).
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Obr. 7 Zastoupeni genospecii mezi pozitivnimi vzorky

5.3 Vztah druhu hostitele a genospecii borélii

Vzhledem ke zmi&né hostitelské preferenci borélii byly dale analfoy vztahy
mezi druhem hostitele kl&ke a genospecii borélie, ktera byla u daného ckdist
identifikovana. Pro analyzu byly vybrany pozitivazorky na DNA borélii, u kterych
se sodasre poddilo identifikovat hostitele. Celkem bylo zahrnut@4lvzorki véetns vice-
hostitelskych (v tomtoifjpads byli dané genospecii boréligifazeni oba hostitel€).

Mezi kli&aty infikovanymi boréliemi byly nejvice zastoupenymmostiteli drobni
hlodavci a sudokopytnicB. burgdorferis.s. se nejvice vyskytovala ve spojeni s druhem
Sus scrofa B. afzelii ve spojeni s drobnymi hlodavci a sudokopytniBy. garinii byla
nejvice zastoupena ve spojeni s drobnymi hlodakci-infekce dema druhy borélii
se vyskytovaly pevazre ve spojeni s druher8. scrofaa ptaky (viz Tab. Xll). Frekvence
vyskytu borélii u kligat sajicich naiiznych skupinach druhhostiteti se ptikazre neliSila.

47



Tab. Xl Vztah hostitelé a genospecie borélii

Drobni 0 o 0 0 o o
hlodavci 52 (30 %) 12 (33 %) 21 (31 % 8 (40 %) 0 3(75%) (18%)
Sudokopytnici| 30 (17 % 3 (8 %) 20 (30 %) 1(5%) (5Q%) 0 5 (11 %)
Ptaci 20 (12 %) 1(3%) 7(10% 2 (10 %) 0 0 12 B)
Apodemus | 5 ) o) 0 2 (3%) 0 0 0 0
flavicollis
Microtus | 5 (1 o) 0 0 0 0 0 2 (4 %)
agrestis
Sciurus 2 (1%) 0 2 (3%) 0 0 0 0
vulgaris
Vulpes vulpes| 9 (5 %) 13 %) 3(5%) 1(5%) 0 0 4 (9%
Capreolus | 5 (1 o) 0 2 (3 %) 0 0 0 0
capreolus
Susscrofa | 51 (29%)| 19(53%)| 10(15%) 7(35%) 1(50%) 23%) | 13 (29 %)
Garullus 0 0 0
glandarius 4 (2 %) 0 0 1 (5 %) 0 0 3(7 %)
Celkem 174 36(21%) | 67(39%) 20(11%) 21 %) @%) | 45 (26 %)

N 1

Vyskyt B. burgdorferi s.s. aB. afzelii byl statisticky piikazre vysSi v kli¥atech
nasatych na hlodavcich (39/58; 67 %) neZ na pta(dtdd; 38 %) (Pearsém y° test;
p<0,05). Vyskyt samotnB. afzeliiv klistatech nasatych na hlodavcich (35/68; 51 %) byl
prakazre vySSi nez na ostatnich skupinach drilostitet (67/174; 39 %) (Fishév exaktni
test; p<0,05). ObdoknzastoupenB. garinii a B. valaisianaje statisticky pitkazre vyssi
v klistatech nasatych na ptacich (13 %) nez na ostatkighingéich drufi hostiteh (6 %)

(Pearsoilv ° test; p<0,01). Souhrnné vysledky jsou uvedenyOia. 8.
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Obr. 8 Zastoupeni genospecii borélii v Kafech nasatych néznych skupinach druh
hostiteli

5.4 Molekularni identifikace patogeni z klist’at z odchycenych
drobnych savai
5.4.1 Charakteristika infestace drobnych saut kliSt’aty

Celkow bylo na 8 lokalitach (LuZnice-Splavy, LiseRjmov, Samoty, Stardeka,
Jindiichav Hradec, Hejtmansky rybnik, Zavadilka) odchyce®® Zedind drobnych savt
(106 samic, 138 samic 22 neu¢enych) z toho bylo kli&aty infestovanych 92 (35 %)
jedinai. Z 312 kli¥at bylo 271 (87 %) weno jako Ixodes ricinusa 10 (3 %) jako
. trianguliceps a 31 (10 %) nebylo mozné identifikovat (tyto vzprbyly vyrazeny
z detekce patogénpro podereni na degradaci DNA).ifRlad identifikace druhu vektora
pomoci PCR je uveden na Obr. e¥aznou ¥tSinu kli¥at tvaila larvélni stadia 91 %
(283/312), mensinovy podil zaujimaly nymfy 9 % @&). Mezi vzorky pochazejicimi
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z drobnych hlodavc se neobjevil ani jediny do&lec. V pgipad larev bylo naséatych 46 %
(130/283),zatimco u nymf bylo statisticky nasatych RHE 65 % (19/29) pikazreé vice
(Pearsofiv y° test; p<0,05).

e w

Negativni 500pb
400pb
300pb

PR - -I-—_ZM R —— 200pb
100pb 150pb

kontrola

Obr. 9 Priklad PCR pro detekdi ricinus al. trianguliceps

Z druhi hostiteti zastoupenych v odchytecltepazovalApodemus flavicollisl %
(162/266 jeding), pohlavi bylo zastoupeno 60 (37 %) samicemi a(®8 %) samci
(u 11 jedin@ pohlavi neuwteno (6 %)). Druhym nejvice zastoupenym druhemNdybdes
glareolus36 % (95/266 jeding, z toho 44 (46 %) samic a 44 (46 %) sanfe 7 jediné
pohlavi neuteno (8 %)). Mezi dalSi nalezené druhy hostifefi Sorex araneufs jeding)
Microtus arvalis (2), M. agrestis (2) a A. agrarius (1). Zastoupeni druh hostiteh

je znazorgno na Obr. 10.
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Obr. 10 Zastoupeni drunmezi odchycenymi drobnymi hlodavci

V Tab. XIII je znazorana prevalence vyskytu kiidt, stedni abundance a intenzita
parazitace natznych druzich hostitél Prevalence Kklf&t byl statisticky pikazre vyssi
naA. flavicollis (39 %) neZ naV. glareolus(25 %) (Pearsatv ¥> test; p<0,05), obdobné
vysledky byly ziskany pro &dni abundanci (Mann-Whitney U test; p<0,01). Rlgzdi

v intenzi€ parazitace byly nefifkazné (Mann-Whitney U test; p=0,0565).

Tab. Xlll Prevalence, sttedni abundance a intenzita parazitace podle drulhhostitehi

Druh hostitele Patet | Prevalenceg Stredni abundance Intenzita parazitace
jedinai klistat (klistata/jedince) | (kliStata/jedince)

Apodemus flavicolli 162 39 % 1,4 3,7

Myodes glareolus 95 25 % 0,7 2,8
Sorex araneus 5 20 % 0,2 1
Microtus agrestis 2 100 % 2 2
Microtus arvalis 2 50 % 2,5 5
Apodemus agrarius 1 100 % 1 1

Celkem 266 1,2 3,4

Rozdily v €chto parametrech mezi samicemi a samci nebylystitdty prikazné.
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Podle ziskanych udajbyly vypatitany indexy pro distribuci klf&t na hostitelich.
Agregani index dosahoval 0,02 (<l=agregovany vyskyt); akle crowding® 8,2
(>stredni abundance=agregovany vyskyt) a ,Patchiness‘(>I=agregovany vyskyt).
VSechny tyto indexy ukazuji silnou agregovanoststkli na hostitelich ste§n jako

nasledujici histogram intenzity parazitace hostikdiktaty (Obr. 11).

35— y
25 F

20 |

15

Pocet jedincl

10 — |

5 -

0 I . . —
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 00 11 12 13 14 15 16 17 18

Pocet klistat

Obr. 11 Histogram intenzity parazitace

Vysledky testu linearni korelace hmotnosti hodiital intenzity parazitace nebyly

prikazné.
5.4.2 Detekce a identifikace patogan

Prevalence viru klivé encefalitidy dosahla 1,4 % (4/279fikRad vysledku detekce
viru klistové encefalitidy pomoci RT-PCR je na Obr.12. V3echh&'ata nakazena VKE

byla druhul. ricinus.
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Marker

Obr. 12 Priklad vysledku RT-PCR viru kif§vé encefalitidy

Prevalence spirochét lymeské boreliézy cetkdesahla 10,4 % (29/279). Zastoupeni
genospecii borélii je znazamo na Obr. 13. CelkavpievaZzovalaB. garinii (20), dale
B. afzelii (7) a B. burgdorferi s.s. (7) byly zastoupené stejnowrou. Ve 3 vzorcich
se vyskytly ko-infekce ddma druhy B. afzeli#B.garinii (2) aB. burgdorferis.s.-B.garinii
(1)). Ko-infekce temi druhy se vyskytla pouze jednds. @fzelitB. garinii+B. burgdorferi
s.s.).NakaZena Kligata byla pevéazre druhul. ricinus, jen dw klistata infikovana boréliemi
byla druhul. trianguliceps(B. garinii, B. afzeli). Rozdily v prevalenci borélii mezirhito
dvéma druhy kligat, 10 % (27/269) prb ricinus a 20 % (2/10) prd. trianguliceps nebyly
statisticky ptikazné.

B. burgdorferi
S.S.

18,4 %

B. afzelii

Obr. 13 Zastoupeni genosped@brelia burgdorferis.|.
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V¢étSina kligat z odchycenych hostitebyla nalezena v ,,co-feedingovych uskupenich

(74 %). Spirochéty LB byly nalezeny u ki v ,co-feedingu” v 7 % a mimog&pv 16 %.

Naopak virus kliové encefalitidy byl nalezen pouze v ,co-feedingdvy uskupenich

(1,7 %), jak je uvedeno v Tab. XIV. V ,co-feedingukde se nachazelo alespgedno

nakazené kligtbylo pimérné 52 % kliat infikovano boréliemi.

Tab. XIV Prevalence patogei v ,,co-feedingovych” uskupenich

poset kliaat| POdil Z celkového|  Kiistata Klistata
postu nakaZzena LB | nakazena
VKE
»Co-feeding” 206 74 % 7% 1,7%
Mimo ,co-feeding” 73 26 % 16 % 0%
Celkem 279 10,4 % 1,4 %

Klistata infikovana virem byla nalezena ve vSech ipgidech pouze na druhu

A. flavicollis Klistata infikovana boréliemi byla zi8iny nalezena také na druhu

A. flavicollis (24/29), ale i naMyodes glareolug3), Microtus agrestig1) aA. agrarius(1).

Zastoupeni jednotlivych genospecii v zavislostdnehu hostitele je uvedeno v Tab. XV.

Tab. XV Vztah hostitelé a genospecie borélii

Druh hostitele infikFc))c\faer:ych B, bursgsdorferi B. afzelii | B. garinii | Double | Triple
klistat e

Apodemus flavicollis 24 (83 %) 5 6 16 2 1

Myodes glareolus 3 (10 %) 1 1 2 1 0

Microtus agrestis 1 (3,5 %) 1 0 1 0 0

Apodemus agrarius 1(3,5%) 0 0 1 0 0

Celkem 29 7 7 20 3 1
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6. Diskuze

Klistaty prenasSené patogeny vipde cirkuluji mezi vektory a kompetentnimi
hostiteli. Trojuhelnik penosu: vektor-patogen-hostitel je provazéadou vzajemnych
interakci, které v kormmém disledku ovliviuji vyskyt infekce v prosedi. V této praci bylo
hlavnim cilem studovat tyto vztahyieglevSim druhovou diverzitu hostiigtlistat (vzorky
ze skgra), prevalenci patogéinv klistatech (virus kligové encefalitidy, spirochétiorrelia
burgdorferi sensu lato), hostitelskou preferenci genospeciélboa také stanovit zakladni
charakteristiky parazitace kfdty u drobnych hlodavc ktefi jsou povazovani
za nejvyznamgjsi hostitele obou vySe zmimych patoged (Nuttall et al. 2000, Rauter
a Hartung 2005, 8ski et al. 2006, Hovius et al. 2007).

Ve vzorcich kligat ziskanych vlajkovanim byl pomoci metody RLEam hostitel.
Uspsnost identifikace dosahovala u nymf 65 % a u 80889 %, coz? je vy3si nez 44-49 %
jak uvadi dosavadni studie, které pouzivaji stggngtokol (Humair et al. 2007, Moran
Cadenas et al. 2007). V naSetiippdt byl pouZit jiny protokol izolace DNA (Chelex 100
Resin) nez v Pipack citovanych studii (alkalicka lyza), takZze rozditiivosti by mohl byt

zpasoben vysSi efektivitou naSi izotd metodiky.

V zavislosti na lokal# skéru byla uUspsSnost identifikace nejvysSi u lesoparku
Stromovka (77 %). #blizné stejnou Uusgdnost identifikace My lokality Zavadilka, Daice,
Netolice (61-66 %) a nejmensi @Spost byla zaznamenana na lokaBlatna (56 %).
Rozdily v uspsnosti identifikace hostitele i mezi velmi blizkytokalitami byly pozorovany
I ve studii Moran Cadenas et al. (2007). Rozdilyzse vys¥tluji raznymi teplotami
na lokalitach, které maji mit vliv na rychlost tesat nasaté krve v kliatech. Estrada-Pefia et
al. (2005) pipisuji nizSi efektivitu detekce hostitele stresdissledku neoptimalni vzdusné
vihkosti. V Moran Cadenas et al. (2007) prokazaledily v UsgSnosti identifikace
v pribéhu sezény. ObeenvySSi UuspSnost byla zjigina u kli¥at sbiranych na ta a na
podzim a nizSi u kli&t ziskanych z letnich &ti. V naSem fipact byla mezi vzorky
ziskanymi na lokal& Stromovka zastoupena kl&a sbirand nafj@ vice nez u ostatnich
lokalit, kde byla ¥tSina vzork ziskana v & Rozdily mezi lokalitami by tedy mohly byt
ovlivnény jak sezénou su, tak teplotnimi podminkami. Usgnost identifikace ve vztahu
k roku skru byla phikazre vyssi v roce 2009 (77 %) nez vroce 2010 (61 Y@9zdRy
v usgsSnosti identifikace vroce 2009 a 2010 vSakpipujeme spiSe rozdin mezi

lokalitami, protoZze vSechny vzorky z roku 2009 péxdli pouze z lokality Stromovka.
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Mezi identifikovanymi hostiteli kligte I. ricinus byli celkow zastoupeni s&Sinovym
podilem sudokopytnici (44 %) (zejméisus scrofg drobni hlodavci (32 %)Microtus
agrestis Sciurus vulgarisRattus norvegicua Apodemus flavicoll)js Druhy R. norvegicus,
E. europaeus Garrulus glandariusse vyskytovaly vyhradnna lokali#¢ Stromovka, ktera

byla v rdmci sledovanych lokalit vyjimiea svym urbannim charakterem.

Vzhledem k tomu, Ze&sSinu vzorki tvorila nenasata klf&ta nymfalniho stadia, ktera
séla pouze ve stadiu larvy, jgepvapujici vysoké zastoupentfepvykavd, coby zdroje
potravy. Obdobné vysledky byly ovSem ziskany i \sitl studiich vyuzZivajicich stejnou
metodiku molekularni identifikace hostitele (Mor&adenas et al. 2007, Humair et al.
2007), nebo ve studiich, které pouzivaly jiné sekeesond a primér(Estrada-Pefa et al.
2005). Jak vyplyva zifmého vySeeni hostitel na infestaci klig&ty, larvyl. ricinus se na
velkych savcich vyskytuji (Talleklint a Jaenson 719%Valker et al. 2001, Kiffner et al.
2010), ale jak vyznamnatast celkové populace larev tyto druhy hostitelezufije Zejmé
az z vysledit molekularni identifikace. Populai denzita velkych savcje sice niZSi nez u
drobnych sawi, ale vyznamné rozdily jsou i v intenzparazitace - zatimco hlodavci byvaji
infestovani maximal stovkami kligat (1-450), velci savci mohou nést a¥kalik tisic
klistat (Talleklint and Jaenson 1997)ysoka intenzita infestace niapsudokopytnil
(zejména dolnich kawtin) larvami a nymfami ize byt disledkem vlivu klimatu na
chovani kligat. Nymfy, které se zarfznivych podminek (vihkost a teplota) pohybuji na
vySSim podrostu, jsou v teplém a suchém klimatuenycvyhledavat hostitele na nizSim
podrostu (tedy spode¢ s larvami) (Randolph a Storey 1999, Hart 2000 wSkaal. 2003).
Vysoka intenzita parazitace sudokopythjk také dana tim, Ze majétgi povrch &la a tim
davaji kli¥atim také ¥tSi moznost k fichyceni a sani. Rozdily v infestaci hlodava
velkych savé mohu byt dale ovliveny vyraznymi sezonnimi fluktuacemi v populaci
hlodavd. Celkow se tedy jednotlivé lokality mohou v zavislosti &k biotickych i

abiotickych podminek vyznamiisit zastoupenim jednotlivych skupin hostitel

V naSem ppact bylo pekvapiw vysoké zastoupeni druh®. scrofana vSech
lokalitach. Vzhledem k tomu, Ze vysoké zastoup®niscrofabylo zjiS€no i pro oblast
urbanniho parku Stromovka, kde je vyskyt tohotohdrtiostitele velmi nepra¢dodobny,
domnivame se, Ze Slo spiSetuslédek zkizené hybridizace s jinym druhem sudokopytnika,
jelikoz detekce tohoto druhu byla témvzdy sodasré se sudokopytniky. Informace o

infestaci divokych prasat se v liter&tuw ramci této prace nepdda nalézt.
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U neékterych vzork byl identifikovan vice nez jeden hostitel (37 %).porovnani
s vysledky Moran Cadenas et al. (2007), byl v napdpad podil vzorki s vice hostiteli
vySSi. Vzhledem k vysoké citlivosti metodyjibe byt gicinou kontaminace mezi vzorky.
Prevaznou wtSinu zaujimala nymfalni stadia (642), jen maly ipatbsglci (27) a larvy
nebyly zastoupeny. Sbirana byla nenasat&d&hs U nymf tedy v dabskeru prokehlo
pouze jedno sani u dadpa sani 2V pripad dosglci je tedy mozné vysilit detekci vice
hostiteli tim, Ze se poddo detekovat zbytky DNA i z fedchoziho sani (u dosipa byl vice
nez jeden hostitel identifikovan statistickyipazre ¢asgji nez u nymf). Bitomnost vice
druhi fragmenti hostitelské DNA u nymf je mozné vy&it preruSenim sani a jeho
dokortenim na jiném hostiteli (Gray et al. 1999). Je zoaie se hostitelé sajicich ki
mechanicky zbavuji a je také znamo, Zethi&, kterd jsou od hostitele adieha Fed
dokortenim sani, mohou sani dokitmna jiném hostiteli (Wang a Nuttall 2001, Wangaét
1999).

Klistata ziskana vlajkovanim byla vyfta pomoci RLB naiftomnost DNA borélii
a celkova prevalence dosahla 18,4 %. VySSéeposani u dosficu zvySuje takeé
pravéEpodobnost fenosu infekce na kifata, proto byla prevalence u délgh prakazre
vySSi nez u nymf (Ogden et al. 1998, Kiffner et2011). V ramci lokalit byly nalezeny
prikazné rozdily v prevalenci jak u celkovéhafokli&’at, tak pouze u nymf (do&lgi byli
sbirani pouze na lokatitStromovka). Toto zjighi Ize vys\étlit tim, Ze lokality se od sebe
liSi biotopem i dostupnosti kompetentnich hostjtehikroklimatem a dostupnosti potravy
pro hostitele (Boyard et al. 2008).

Pomoci metody RLB bylo také identifikovano zastaipgdnotlivych genospecii
borélii ve vlajkovanych kli%atech. Nejpdetrgji zastoupené jsoB. afzelii aB. garinii
a mer B. burgdorferis.s.,B. lusitaniaea B. valaisiana Toto roza@leni se shoduje s dosud
publikovanymi studiemi zastoupeni genospecii bbrékvrops (Rauter a Hartung 2005).
U celkem 19 % nakaZenych ki& byla identifikovana vice neZ jedna genospecielbio
Ko-infekce d¥ma druhy byla n&asgjSi B. afzelii a B. garinii, coZz odpovida nejvyssi
frekvenci vyskytu d&chto dvou genospecii obecn Ko-infekce tfemi druhy byla
identifikovana jen v &olika vzorcich B. garinii, B. valaisianaaB. lusitania@. Tyto ko-
infekce mohou byt dkledkem sani klfst s fiznymi patogeny v ,co-feedingovych®
uskupenich nebo sanim kié§ na hostitelich nakazenych vice druhy boréliozér (Gern a
Rais 1996). TakéipruSené sani na jednom infikovaném hostiteli a déa sani na jiném
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infikovaném hostiteli a transovarialnfgmos borélii (transovaridnnakazena larva seip
sani niize nakazit dalSim druhem borélie) jsou moznymi ¥ifemimi €chto zachyi (Wang
a Nuttall 2001, Danielova et al. 2002b).

Razné druhy borélii majiiznou hostitelskou preferenci (Kurtenbach et al.12@D02)
(zpisobenou rozdily v efektivit reakci komplementuienych hostital na izné druhy
borélii), proto byly analyzovany vztahy mezi druhenostitele nakaZzeného kk&s
a genospecii borélie. Nejvice zastoupenymi hostitazenych kligat byly drobni hlodavci
(30 %), sudokopytnici (17 %) a ptaci (12 %), tormead, Ze tyto skupiny nejspiSe obsahuji
nejvice druli hostitei kompetentnich proipnos borélii. Gray et al. (1999) a Estrada-Pefa
et al. (2005) poukazuji na nizké upkath hlodavé jakozto rezervodr B. burgdorferi
v Irsku a Spatisku. Oviem na 3paiskych lokalitach byla pogmé nizka i infestace
hlodava klistaty (larvami a nymfami) a v obou studiich byla @dizkekvence vyskytu
B. afzelii v klistatech obeah Zdrojem borélii maji byt véthto lokalitach zejména ptaci.
V naSem pipact bylaB. afzeliinaopak nejvice zastoupena a odchyceni hlodavezoxali
vysokou miru infestace. NejniZSi prevalence bot@ia nalezena na lokalits nejvysSim
podilem ptdk. Role hlodave v cirkulaci borélii, je tedy spiSe specificka pdany
geograficky region nebo habitat. Vlivide mit i obecé se zvySujici vyskyB. afzelii
v Evrop od zdpadu k vychodu (Hubalek a Halouzka 1997, &autHartung 2005). Borélie
byly nalezeny jak fimo v biopsiich drobnych hlodav¢Khanakah et al. 2006, &y et al.
2006), tak v kligatech z hlodavicodebranych (napSinsky et al. 2006).

Relativre vysoké zastoupeni sudokopytiike vzorcich pozitivnich na spirochéty LB
je vrozporu s dosud uvedenymi teoriemi o nizké pet®nci sudokopytnik k prenosu
borélii (Gray et al. 1999, Walker et al. 2001, ldarink et al. 2008, Vor et al. 2010, Kiffner

({7

et al. 2010). Je mozné tedyedpokladat zvySenou usmost ,co-feedingovych” ienosi

u tohoto druhu hostitél Prenos borélii pomoci ,co-feedingu” byl popsédn u o@©gden
et al. 1997), i kdyZ jedtSina genospecii borélii k wmu komplementu citliva (Kurtenbach
et al. 2002, Bhide et al. 2005).iRaz zivych borélii v &zZi jeleni sika (Kimura et al. 1995)

i srnai (Pichon et al. 2000) tuto moznost dale podpotsgirada-Pefa et al. (2005) nalezli
klistata infikovanaB. afzeliina druhuS. scrofaa tak je mozné fedpokladat, zZe by tento
druh mohl byt vyznamnym rezervoarem borélii. Dosfgh informaci na definitivni

potvrzeni této teorie zatim neni dostatek.
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Stejre jako v Moran Cadenas et al. (200B) burgdorferi s.s. aB. afzelii byly
prikazre ¢astji nalezeny v kligatech nasatych na hlodavcich (67 %) nez na pté8&ho).
SamotnaB. afzelii byla v kli¥atech nasatych na hlodavcich (51 %jikazre castji
detekovana nez v klidgtech nasatych na ostatnich skupinach rbbstiteti (39 %).
ZastoupenB. garinii a B. valaisianaje statisticky pikazre vysSi v kli¥atech nasatych na
ptacich (13 %) neZz na ostatnich skupinach wihudstiteh (6 %). Toto zji&ni koresponduje
s dosavadnifedpokladanou hostitelskou preferenci genospecélibgshrnuto v Margos et
Ve spojeni s drobnymi hlodavci a druh&@nscrofabyly negasgji nalezenyB. burgdorferi
s.s aB. garinii. B. afzelii byla nejvice nalezena u drobnych hlodawa sudokopytnik.
Neobvykly vyskyt B. garinii u hlodavé lIze objasnit fitomnosti Osp A sérotypu 4 =
B. bavariensisjejiz gritomnost se bohuzel nepdda potvrdit (Z'ejmé kvali degradaci DNA
ve vzorcich).B. garinii byla nalezena takéfimo ve vzorcich organdrobnych hlodavt
(zejménaA. flavicollis (Khanakah et al. 2006)V citované préaci ovSem také nebylo
zkoumano zastoupeniznych OspA seérotyjy respektiveB. bavariensis. B. lusitanialyla
nejvice nalezena u drobnych hloday&teri jsou spolu s je8tkami prav@podobré jejimi
kompetentnimi hostiteli (Le Fleche et al. 1997, §tar et al. 2009).

Drobni savci odchyceni nakolika lokalitach byli vySeeni na gitomnost kligat.
Klistata byla z pevazné wtSiny druhul. ricinus a druhl. trianglulicepsbyl zastoupen spiSe
minoritné. Tyto vysledky souhlasi s biotopy mist odchyjelikoz I. triangulicepsse spise
vyskytuje v chladgSich podhorskych oblastech (Randolph 1975, Bowralet2003), je

majoritni zastoupeni ricinus predpokladané.

V zastoupeni druh odchycenych hostitél prevazoval Apodemus flavicollig61 %)
aMyodes glareolug36 %). Prevalence kliat byla ptikazre vyssSi uA. flavicollis (39 %)
nez uM. glareolus (25 %), podobné vysledky byly zjity pro stedni abundanci. Tyto
vysledky jsou v souladu gigte provadnymi studiemi (Talleklint a Jaenson 1997, Gray et
al. 1999, Siski et al. 2006). Bvodem pr@ je M. glareolusmérg infestovan kligaty je
nespisSe jeho ipozena imunita proti émto parazitm (Dizij a Kurtenbach 1995), druh
A. flavicolisje také vice aktivni afpkonava i ¥tSi vzdalenosti ) vyhledavani potravy nez
M. glareolus Naopak ve studii Estrada-Pefia et al. (2004) byh glareolusnalezena vyssi

prevalence kligat i vysSi stedni intenzita parazitace.
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Samci hlodavi jsou obec# vice infestovani nez samice (Taleklint a Jaense®/ 1
Perkins et al. 2003), coz Ize vyt jednak jejich vysSi aktivitou, dale pak celkovétSi
velikosti €la (Craine et al. 1995, Perkins et al. 2003) i imlogickymi dopady testosteronu.
V této praci nebyly nalezeny rozdily v infestacimsa a sam@ (podobré Sinsky et al 2006
pro M. glareolus Estrada-Pefa et al. 2005), séejako nebyl potvrzen ani vztah hmotnosti
k intenzig¢ parazitace. To by mohlo bytasledkem doby odchytu hlodayckdy samci
i samice byli stej& aktivni a ze stejné kohorty v ramci niz se dosegrojevily vyrazné

rozdily v infestaci podle pohlavi ani podle velikdsla.

Distribuce kli¥at na hostitelich vykazovala vysokou agregovandésamci hostitele
bylo nejvice kligat nalezeno, podobnjako u dalSich studii, na hk&yjedinai obzvIas¢
na uSich. Agregace ktigt na hostitelich je Zigsobena prawipodobr snahou hostitél
o mechanické odstrani kli&‘at z €la, a to vys¥tluje velky pdet nalezenych ,co-
feedingovych® uskupeni, jak bude uvedeno oz aleklint a Jaenson 1997, Hart 2000,
Shaw et al. 2003).

Celkow bylo vySeteno 279 klisat z odchycenych drobnych sévcPozitivnich
na @itomnost B. burgdorferis.l. bylo nalezeno 29 (10,4 %) a pozitivni na viklistove
encefalitidy byla 4 kligata (1,4 %), vSechna druhxodes ricinus Prevalence borélii
v larvach (nasétych) odpovida prevalencim u nynmasétych hledajicich hostitele (Rauter
a Hartung 2005). Prevalence viru Kbgé encefalitidy odpovida dosavadnim studiim
z vlajkovanych kligat v jiznichCechéach (Danielova et al. 2002a) a studii Burrile(2011)

u kli&at sbiranych z odchycenych hlodav& genospecii borélii byla nejvice zastoupena
B. garinii, B. afzelii a pak B. burgdorferi s.s. Vysoké zastouperd. garinii u Kkli&'at

odebranych z hlodavic si vyswtlujeme gitomnosti Osp A serotypu 4 respektive
B. bavariensis. B. bavarienss® ovSem nepotilo, pies opakované pokusy o sekvenovani,

prokazat.

Infikovana kliata byla druhulxodes ricinusjen ve dvou fpadech se jednalo
o |. trianguliceps I. triangulicepszde pravépodobr nehraje zasadni roli v cirkulaci borélii
z divodu nizkého zastoupeni tohoto druhu na lokalitfeh tedy i velmi nizke
pravdEpodobnosti penosu patogeénna c¢lovéka pomoci ,bridging” vektora). Také rozdily
mezi prevalenci¢chto dvou drubi klistat nebyly statisticky mikazné. Borélie ¥xodes

triangulicepsbyly prokédzany jiz tive (Postic et al. 1997).
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Klistata z odchycenych hostitelbyla z ¥tSiny nalezena v ,co-feedingovych”
uskupenich (74 %). V obdobné studii Burri et aQ1(2) bylo nalezeno jen 13,5-33 % KB§
v ,co-feedingovych uskupenich¢lkali prevalence kligat a intezita parazitace dosahovaly
mnohem vySSich hodnot. V naSerfippdt byla tedy kli€ata v ramci hostitél extremr
agregovana. DalSi moznosti je, Zeré9 pe€livou kontrolu kazdého odchyceného irte,
nebyla objevena kifata, kterd se vyskytovala samostaiwn piipadt Burri et al. 2011 byla
klistata ponechana dosat a opustit hostitele ve spékléhi se sbrnou vodni nadrzkou).

Virus Kklis&ové encefalitidy byl nalezen vyhratinu kli¥at v ,co-feedigovych*
uskupenich. V kazdém ,co-feedingu” bylo ovSem natez pouze jedno infikované kkst
a celkem se jednalo o 4 vzorkyikkemerici, Ze infikovana klifata se v ,,co-feedingovych*
uskupenich vyskytuji, k pragdodobnosti fenosu na dalSi kifata v uskupeni se
z dosavadnich dat vyjgmvat nenizeme. Pro stanoveni miry upl&ti ,co-feedingového*
pienosu by bylo pétba ziskat mnohem vice vzarkCelkova prevalence v ,co-feedingu®
(1,7 %) vyrazs negevySuje prevalenci obvyklou u hladovych nymf. Temngsledek
potvrzuje, Ze fenos viru ma véchto uskupenich&Si efektivitu nez mimo éa tak dochazi

k prenosu viru i neviremickou cestou (Burri et al. 2011

Prevalence borélii v ,,co-feedingu” byla 7 % a mim§ 16 %. V gipac borélii neni
pienos patogena v ,co-feedingovém* uskupeni tak efektjako v gipad VKE, kde se
virus v podkoZzi fenasi pomoci Langerhansovych &kima jeho efektivita se rapidrsnizuje
se z¢¥tSujici se vzdalenosti mezi kiagy (Richter et al. 2002). NizSi prevalence borélii
v ,co-feedingovych” uskupenich, spolu siprné 52 % infikovanych kligat v infikovaném
.co-feedingu” je vysvtlitelnd snad jen menSi tendenci RHE infikovanych boréliemi

vytvéret ,co-feedingova“ uskupeni.

Na hlodavcich byla nalezena velk#eyaha larev (91 %) oproti nymfam (9 %).
Podobné vysledky uvadi studie Gray et al. (1999uw&ny vyskyt larev a nymf
na hostitelich byva povazovan za jednu z podmine#lpprujicich cirkulaci patogén
v populaci kligat. Simultdnni vyskyt obou stadiituge byt zgsoben rychlym ndistem
teplot na j& majicim za nasledek simultanni start aktivitywbtadii (abuda a Randolph
1999) V naSem fpad ovSem data ze gzatku sezony chyi. DalSim faktorem
(diskutovanym vyse) fZe byt snizena relativni vihkost, ktera nuti nymiatadia hledat

> s

hostitele v nizSich Urovni vegetace spotes larvami Randolph a Storey 1999Yelké
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zastoupeni nymf na hlodavcich je gkterych studiich povazovano za vyznamméppenosu
patogeri na hlodavce. Larvy (nejsou-li nakazené transolrafidna rozdil od nymf maji
nizkou pravepodobnost, Zefenesou patogena (Kurtenbach et al. 1998). V naggadd

byl pomer mezi nymfami a larvamiifblizné 1:10. V ohniscich kli%veé encefalitidy byva
pozorovana i mnohemétsi prevaha larev nad nymfami (az 1:100) (Burri et allR0
Randolph a Storey 1999).

Pfi sledovani vztahu patogena a hostiteletkti%ylo zjiséno, Ze vSechna kiiata
nakazena virem kif§vé encefalitidy byla nalezena pouze ve spojeriukam Apodemus
flavicollis. Klistata infikovana boréliemi se nachazela¢BSiny také ve spojeni s druhem
A. flavicollis (83 %), mén pak s druhemMyodes glareolug10 %). Z toho vyplyva, Ze
A. flavicollis je kompetentnim hostitelem pro oba patogeny (Betral. 2011)M. glareolus
je diky své imunit proti kli¥atim povaZzovan za mérkompetentni druh kipnosu VKE
(Labuda et al.1997), stejny mechanizmus se nejspiksiuje i v piipac borélii. Zviata
s imunitou proti kligatim zabrauji prisati a spravnému nasati K&§ diky protilatkam
v krvi a tak kli¥ata saji neefektivha jsoucastji usmrcena fed dokoenim sani nebo se
na hostitele #¥bec nepisaji. Tim se tedy snizuje prasgbdobnost fenosu patogen
(Talleklint a Jaenson 1997).
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7. Zavér

V této praci se pod#o potvrdit rekteré dosud publikované vysledky na vzorcich
klistat z vlajkovani a kli&t odebranych z odchycenych drobnych #avtd vzorka
z vlajkovanych kligat bylo dosazeno vyssi gmosti identifikace hostitele pomoci metody
RLB, nez v pedchozich studiich vyuZivajicich stejnou metodilednalo se o prvni pouziti
metody molekularni detekce hostitele véedhi a vychodni Evrap Byly také zjisény
rozdily v asgsnosti identifikace hostitele v zavislosti na lokakkeru. Z vysledk vyplyva,
Ze mezi najastjSi hostitele zkoumanych ktidt pati drobni hlodavci a sudokopytnici. Ptaci
se, coby hostitelé klis'tat vyznagnplatnili na lokali# umisténé v lesoparku. Zastoupeni

hostiteli se liSilo zejména vifpad lokality v méstskeém lesoparku.

KliStata z vlajkovani byla testovdna metodou RLB taképifidmnost DNA borélii.
Prevalence borélii byla fkazre vySSi u dosflci nez u nymf a rozdily byly gkazné i mezi
lokalitami. Zastoupeni genospecii borélii bylo, obt jako v jinych studiich, sfevahou
B. afzeliiaB. garinii. Vyskytovaly se zde také ko-infekce vice druhyoxéh a to pfikazre
vice u dosplci nez u nymf. B studovani souvislosti mezi genospeciemi borétirghem
hostitele byly potvrzeny asociaBerelia burgdorferis.s. aB. afzeliis hlodavci a pak také

B. garinii aB. valaisianas ptaky.

Klistata (fevazr I. ricinus) z odchycenych drobnych sadvbyla vysoce agregovana
na jedincich hostitél. Na lokalitach odchytu byl prokdzan vyskytrianguliceps U obou
druhi klistat se jednalo prakticky vyhraélro larvalni stadia. Odchyceni jedinci hosfitel
byli prevazre druhuA. flavicollisa M. glareolus Byla také potvrzena jiz publikovana nizSi
infestaceM. glareous diky jeho ziskané imuritproti kli¥'tatim. Nepodélo se potvrdit
rozdily v infestaci mezi samci a samicemi ani vztahotnosti jeding hostiteti k intenzi¢
parazitace. Celkova prevalence VKE i borélii v tdi®ch odebranych z hlodavcse
neodchylovala od jiz publikovanych studii. Znovulybypomoci metody RLB nejvice
identifikované genospeciB. garinii a B. afzelii Ffi studovani spojeni mezi genospeciemi
borélii a hostiteli byl neobvykly vyskyB. garinii, v klisfatech nasatych na hlodavcich.
Tento vysledek si vys#lujeme potencialnim (nepotvrzenym) vyskytem Osjgfosypu 4 =
B. bavariensis Klistata infikovana VKE byla nalezena pouze na drahflavicollis stejré
tak jako «tSina kli¥at infikovanych boréliemi. DNABorrelia burgdorferi s.l. byla

prokézana i ve vzorcidntrianguliceps
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Byly tedy prokazany rozdily mezi hostiteli v komgeti k genosu patogen jejich
infestaci fiznymi stadii kliat a jejich asociace @anymi druhy borélii. Vztahy vektor-
patogen-hostiel spolu svlivem priedi vyznama ovliviiuje prevalenci patogén

v prirodnich ohniscich a také riziko nadkazy plovéka.
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