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Monitoring prevalence borrelii u jeStérek
v Ceské republice

Souhrn

Lymeska borelidza je V soucasnosti nejrozsifenéjsi antropozoondzou pienasenou
klistaty v Evropé, Asii a Severni Americe. Borrelie vykazuji velkou schopnost piizptsobit se
riznym prostiedim, v¢etné vektord - ¢lenovcu a hostiteli - savet. Klistata rodu Ixodes, jsou
ektoparazité, jez pii sani lidské ¢i zvifeci krve pifenaSeji rizné druhy patogennich
mikroorganismi. Ty jsou kromé& borelidzy pivodci dalSich zavaznych onemocnéni jako je
klistova encefalitida, anaplasmoéza, babesioza a naptiklad tularémie.

Tato prace je zaméfena na objasnéni role jeStérek zelenych (Lacerta viridis)
Vv pienosovém cyklu borrelii. Jelikoz jestérky slouzi jako hostitelé pro nedospéla stadia klist’at,
mohou byt dle ptedpokladii rezervoary patogenu, které jsou nasledné klist'aty dale prenaSeny.
Teoretickd ¢ast prace poskytuje informace o jeStérkdch zelenych, zivotnim cyklu klist'at
a ptrenosu borrelii. V ramci praktick¢ casti byly na dvou lokalitach v Tichém tudoli
ve StifedoCeském kraji provedeny terénni odbéry vzorkii ocasnich tkani a klistat sajicich
na jeStérkach. Tyto vzorky byly nasledné analyzovany na piitomnost borrelii v Narodni
referencni laboratofi pro lymeskou boreliézu ve Statnim zdravotnim ustavu v Praze za vyuziti
polymerazové fetézové reakce a gelové elektroforézy. Za pozitivni byla jestérka povazovana
v ptipad¢ detekce borrelii ze vzorku ocasni tkan¢ a/nebo z larev klist'at sajicich na doty¢ném
jedinci.

Vysledky vyse uvedenych analyz prokazaly, ze Borrelia lusitaniae je u ¢eské populace
jestérek zelenych ptitomna a zaroven byla nejvice zastoupenym druhem borrelii u tohoto druhu.
Tato studie tak pfinasi prvni zpravu o vyskytu B. lusitaniae na tizemi Ceské republiky. Celkem
bylo v ramci vyzkumu odchyceno 52 jedinci Lacerta viridis, z nichz bylo 12 jestérek (23,1 %)
pozitivnich na pfitomnost borrelii. Dale bylo odebrano 488 sajicich klist'at z 30 jestérek (ostatni
jedinci neméli zadné prisaté klist€). U vétsiny jestérek (63,3 %), které mély alespon jedno sajici
klist¢, byla nalezena klistata pozitivni na borrelie. Nejcastéji detekovanou borrelii byla
Vv ptisatych larvach (91,9 %) a nymfach klistat (58,6 %) B. lusitaniae. Na zakladé statistického
vyhodnoceni bylo prokazéano, ze primérny pocet sajicich klist'at na jeStérce se vyznamné lisi
mezi lokalitami, coz lze vysvétlit rozdily ve vegetaci. Na lokalité ,,Skaly* s pfevazn¢ skalnatym
povrchem bylo pfistatych v priméru 5,3 kliStat na jeStérku, zatimco na lokalit¢ ,,U lomu*
s hustou vegetaci 12,7 klist'at na jestérku. Zaroven v této lokalité bylo odebrano z jedné jestérky
nejvice 67 klist’at.

V ramci této studie bylo potvrzeno, Ze jestérky Lacerta viridis v Ceské republice jsou
rezervoarem této bakterie, coz vyplyva také ze zastoupeni B. lusitaniae detekované v klistatech
nasbiranych z vegetace metodou vlajkovani, které bylo na sledovanych lokalitach vyrazné vyssi
nez na lokalitach bez vyskytu jestérek. Podil B. lusitaniae z celkového mnozstvi detekovanych
borrelii v klistatech z vegetace se vyznamné liSil mezi sledovanymi lokalitami. Zatimco
na lokalité ,,U lomu* byla majoritni B. lusitaniae (66,7 %), na lokalité ,,Skaly* pievladal druh



B. afzelii (57,1 %). Tento jev lze vysvétlit pritomnosti drobnych hlodavci, ktefi jsou typickym
rezervoarem B. afzelii, na lokalité ,,Skaly*.

Kromé borrelii, pfenasi klistata celou fadu dalsich patogent, které predstavuji potencialni
zdravotni rizika z hlediska humanni i veterinarni mediciny. Proto je Zadouci dals$i vyzkum
na toto téma, pficemz by budouci studie m¢ly byt zaméfeny na ptritomnost dalSich patogent
(napf. bakterie Rickettsia, Anaplasma a dalsi) v jestérkach (nejen L. viridis, ale také u jestérek
L. agilis a Zootoca vivipara).

Klicova slova: Borrelia lusitaniae, Borrelia burgdorferi, nemoci pienasené klistaty,
Lacertidae, PCR



Monitoring of borrelia pathogens in the lizards
of Czech Republic

Summary

Lyme borreliosis is currently the most frequent anthropozoonosis transferred by ticks in
Europe, Asia and North America. Borreliae shows a great ability to adapt to different
environments, including the anthropod vector, and the mammalian host. Ticks, especially
species of Ixodes genus, are ectoparasites, which transmit various types of pathogenic
microorganisms when bloodmeal on both humans and animals. Apart borreliosis, these
microorganisms are agents of another serious diseases, such as tick-borne encephalitis,
anaplasmosis, babesiosis and for instance tularemia.

This thesis aimed to reveal the role of green lizards (Lacerta viridis) in the transmission
cycle of Borreliae. Generally, lizards are well known hosts of juvenile ticks and may thus
potential to serve as reservoir animal for the tick-borne pathogens. In the theoretical part,
the thesis provides an information on green lizards, life cycle of Ixodes ricinus ticks and
the transmission of borrelia. The practical part was then focused on sampling in the field (Tiché
udoli, Central Bohemian Region) and subsequent laboratory analysis. The tail tissue of lizards
and engorged ticks were used for detection of Borrelia in the samples. All the analysis were
conducted in the National Reference Laboratory for Lyme Borreliosis at the National Institute
of Public Health Prague, using polymerase chain reaction and gel electrophoresis. The lizard
was considered to be positive either when borrelia was detected in its tail tissue or when at least
one of attached tick larvae was borrelia positive.

The obtained results showed that Borrelia lusitaniae is present in the Czech population
of L. viridis and the species was even the dominant borrelia among the samples. Due to best
of author’s knowledge, this study brings the first report of occurrence of this pathogen in the
Czech Republic. In total, 12 out of 52 (23.1 %) L. viridis individuals were tested positive for
borreliae. Also, 488 engorging ticks were removed from 30 lizards (no attached parasites were
found on the rest of captured lizard). Regarding the analysis of removed ticks, the majority
(63.3 %) of lizards had at least one borrelia-positive tick. Furthermore, B. lusitaniae formed
91.9 % of totally detected borreliae in removed larvae and 58.6 % in nymphs. The statistical
evaluation showed that the number of ticks attached on lizards were significantly different
between the studied localities. This phenomenon may be explained by differences in vegetation.
While approximately 5.3 of ticks per lizard were found at the first locality “Skaly”, which is
rocky and covered with a minimum of vegetation, approximately 12.7 ticks were removed from
lizards at the other locality “U lomu” overgrown by shrubs and bushes. Interestingly, the highest
infestation was found on lizard from locality “U lomu”, from which 67 ticks were removed.

Additionally, the hypothesis that L. viridis are reservoir for B. lusitaniae was confirmed
by comparison of pathogen prevalence in tick collected by flagging at the studied localities and
those collected at other sites. Regarding major pathogen at collected questing ticks,
the significant difference was found between the studied localities. Borellia lusitaniae (66.7 %)



was the major pathogen at overgrown locality ”U lomu”, while B. afzelii was dominant
(57.1 %) on locality “Skaly” with no vegetation. Here, the abundant occurrence of rodents,
common hosts of B. afzelii, on locality “Skaly”.

Apart borreliae, ticks transmit many other pathogens, which are important from both
human and veterinary medicine. Therefore, the further research on lizards as hosts and
reservoirs is highly needed. Special attention should be paid to other bacteria such as Ricketssia,
Anaplasma as well as to sample other lizards inhabiting Czech Republic (L. agilis, Zootoca
vivipara).

Keywords: Borrelia lusitaniae, Borrelia burgdorferi, tick-borne diseases, Lacertidae, PCR



(A 61 Y OO 1
2 Védecka hypotéza a cile Prace .............cccoviiiiiiiiiiiiii e 2
3 LAtErArni FESEISe . ......ooiuiiiiiiiiiiiie ettt 3
31 KHSPAA ..ot 3
311 RO IXOUES ..ot 3

3.2 IXOUES FICINUS ...t 4
321 MOITOIOQIE ... 4
322 AKEIVITA oo 5
323 ZIVOUE CYKIUS covvcvecvcececeeeese ettt 5
324 SANTKIVE oottt et 6
3.25  Interakce KIiSt€ hOStitel.......coouiiiuiiiiiiiiiiii e 8
3.2.6  PTENOS DOTTEI...cueeeiieiiiiiie ettt 9
3.2.7  Piehled patogenil, NEMOCI........coiviiiiiiiiiiiicice e 10

3.3 Lymeska borelioza .................cccoiiiiiiiiiiiii 11
3.3.1  Piipady onemocnéni LB ..........cccciiiiiiiiiiiii 12
3.3.2  Borrelie - hoStitelé .........cceiriiiiiiiiiiiie e 13
3.3.3  VAKCINACE ... 14

3.4 BOrrelia IUSITANIAE. .........coveiiiieeiiieceee e 15
3.5  JeStérka zelena (Lacerta VIridiS) .......c.ccoovviriiiiienincnesceeeee s 17
351 MOITOIOGIE ... s 18
352  EHOIOQIE. ... s 18
3.5.3  Parazité naSich plazil..........cccceoiiiiiiiiii 20
3.5.4  Jestérka jako hostitel KIiStat ........ccoovvviiiiiiiii 21

3.6 CharakteriStiKa IOKAIIT .........uueeieeeieee et eeeeeeeeeeeeeeeeeeneeneenes 22



O\ Tl (o]0 |1 2 WA TR T TR RRRRR 24

A1 LOKAITY oo s 24
4.1.1  Lokalita ,,SKALY® ....ooiiiiiiiiiei e 24
4.1.2 Lokalita ,,U TOmU™ .....coiuieiiiiecciie ettt erre e erre e erre e b 25

A2 SDEF At ... ee e 26
4.2.1  OdChyt JESIETEK ...vveiiiiiiiiiii i 26
4.2.2  VYjimKa 7€ ZAKONA........ccouiiiiiiiiiie i s 27
4.2.3  SBEr KISTAL......ciiiiiiiiiiic 27

4.3 Analyza VZOrKU..........cooooiiiiiiiie e 28
4.3.1  Uchovani VZOTKU......cooiiiiiiiieiii e 28
4.3.2  1Z01ACE DINA ... 28
4.3.3  PCR s 29
4.3.4  EIeKtrofOréZa.......ooiuviiiiiiiiiiiieie e 30
4.3.5  Purifikace produkti po amplifikaci ..........cccocvviiiiiiiiiiiin 31
4.3.6  Meéteni koncentrace DNA ........ccooiiiiiiiiieiii e 32
4.3.7  Priprava vzorkill na SEKVENACT ........ceviiiiiiiiiiiiiicice e 33
4.3.8  Vyhodnoceni..........cccoiiiiiiiiiiiiiiiicic e 33

O VYSICAKY ... 34

5.1  Odchyt JESEIeK.........coooviiiiiiiiiieiie e 34

5.2 PFISAtaA KHSOAtA ........oooiiiiiii s 34
5.21  Lokalita ,,SKALY™ ...ooiiiiiiieiee e 35
5.2.2 Lokalita ,,U 1omuU™ ......oooiiiiiiiii it ba bbb ananes 36
5.2.3  Souhrn okalit..........ccooiiiiiiii 39

5.3 VIQJKOVANI......cocoiiiiiiiiiiie s 41

53.1 Lokalita ,,SKALY® ......cooiiiee e 41



5.3.2  LokKalita ,,U 1omu® .......ccooiiieiiinieiiiiees s 41

5.3.3  SoUNM IOKANIL.........oviiiiccc 42

B DISKUZE ... s 43
6.1 Pozorovani béhem odchytu .............ccoccooiiiiiiiiii 43
6.2  Vliv borrelii a kliSt'at na jeSterky ..............cccooiviiiinini 43
6.3  Mira parazitace u jeStErek ............ccccoooiiiiiiiiii 43
6.4  Prisata klist’ata, pritomnost borrelii ...................cccoeiiiiiiii e, 44
6.5 Borrelia lusitaniae v jeSterkKach ..o 45
6.6  Borrelia lusitaniae v navlajkovanych klist’atech ................cccocoocrininnnnns 45

T ZLAVEY ..ottt nbe e b reas 47
8 LITBIATUIA. ..o 48
9 Samostatné PriloONY ...........ccoccoiiiiiiiii s I
9.1 Priloha 1 - Zaznamovy arch: Obecné informace o odchycenych jestérkachl

9.2

Ptiloha 2 — Informace kliStatech sajicich na jeStérkach ........................... 1



1 Uvod

Lymeska borelidza je multisystémové infekéni onemocnéni postihujici nejcastéji kiizi,
klouby, srdce a nervovy systém. Epidemiologicky agens je bakterie — spirochéta B. burgdorferi
s.l., ktera stejné jako vétSina znamych druht rodu Borrelia, cirkuluje v pfirodé mezi divoce
Zijicimi obratlovci a klist'aty, ktera na nich saji. V Evropé jsou vektorem klistata rodu Ixodes
a jejich vyvojova stadia (larvy, nymfy), v USA dominuji druhy I. dammini a I. pacificus, v Asii
I. persulcatus a I. ovatus (Prokes 2015).

Rod Borrelia zahrnuje ptiblizné€ 20 druhti v komplexu Borrelia burgdorferi (sensu lato),
z nichz devét ma potvrzené patogenni Gi¢inky na zvifata a / nebo ¢loveka (tj. Borrelia afzelii,
Borrelia bavariensis, Borrelia bissettii, B. burgdorferi (ss), Borrelia garinii, Borrelia
kurtenbachii, Borrelia lusitaniae, Borrelia spielmanii a Borrelia valaisiana) (Rudenko et al.
2011; Obiegala et al. 2017).

Vétsina vyse uvedenych borrelii ma v piirodé preferované rezervoary (napt. B. garinii
Vv ptacich nebo B. afzelii v hlodavcich). Jestérky z ¢eledi Lacertidae jsou v Evropé potencialnimi
rezervoary pro Borrelia lusitaniae. ktera byla detekovana u klistat a jestérek napiiklad
v Tunisku v Psammodromus algirus, na Slovensku u druhta Lacerta agilis, Lacerta viridis
a v Némecku u L. agilis (Dsouli et al. 2006; Majlathova et al. 2006, 2008; Raileanu et al. 2017).
Tento patogen byl jiz nékolikrat izolovan u pacient, s chronickymi koznimi 1ézemi
a syndromem podobnym vaskulitidé, nejprve v Portugalsku a poté v dalSich stredomoiskych
oblastech (Collares-Pereira et al. 2004; Da Franca et al. 2005; de Carvalho et al. 2008).

Tato studie byla zaméfena na jestérky L. viridis a jejim hlavnim cile bylo zjistit
pfitomnost a prevalenci borrelii u jestérek na rtiznych lokalitach. Vzhledem faktu, ze do doby
sepsani prace byla role jestérek v prenosu téchto spirochét neznama a B. lusitaniae v Ceské
republice nebyla popsana, vysledky prace maji potencial vyznamné piispét K rozsifeni
povédomi o distribuci epidemiologicky vyznamnych agens na uzemi statu. Pfedpokladané
vyuZiti ziskanych dat je v oboru humanni 1 veterinarni mediciny.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace je popsat roli jestérek Lacerta viridis ve vyvojovém cyklu borrelii. Dale je prace
zamé&fena na detekci borrelii v kliStatech na habitech obyvanych vySe uvedenymi jestérkami.

Védecké hypotézy: Jestérky Lacerta viridis v Ceské republice jsou rezervoarem borrelii.
Nejéast&jsi borrelii v jestérkach L. viridis je Borrelia lusitaniae, jejiz vyskyt v Ceské republice
dosud nebyl popsan, a prevalence tohoto patogenu v jestérkach a klist'atech na lokalité koreluje.



3 Literarni reSerse
3.1 Klistata

Klistata jsou vicehostitel$ti krevsajici ¢lenovci a vektory patogenti. Pfenasi celou fadu
nebezpecnych patogend, jako jsou Flavivirus, Orbivirus, Borrelia burgdorferi sensu lato,
Anaplasma phagocytophilum, Coxiella burnetii, Rickettsia helvetica, Francisella tularensis,
Bartonella henselae, Babesia microti, Babesia divergens a B. ovis (Rudolf et al. 2009).

Podrad Ixodida obsahuje 3 ¢eledi: Ixodidae, Argasidae a Nuttallielliedae (Sonenshine et
al. 2002).

Ekonomicky dopad chorob ptenaSenych klistaty je vyznamny a kazdym rokem se
zvySuje. Vykdzané ndklady na pacienta s diagnostikovanou lymeskou boreliézou €ini ptiblizné
281 US$ na pacienta (Zhang et al. 2006; Rochlin & Toledo 2020).

Klistata a choroby pienasené klistaty (Ticks and Tick-borne diseases, TTBDs) maji
vyznamny vliv i ve veterinarni medicin€. TTBDs postihuji 80 % svétové populace skotu a jsou
distribuovany po celém svéte, zejména v tropickych a subtropickych zemich, véetné Indie,
Pakistanu a Bangladése. Kontrola TTBDs je v téchto zemich prioritou (Ghosh et al. 2007).

3.1.1 Rod Ixodes

Mezi klistaty rodu Ixodes rozsitenymi po celém svété existuji druhy s vysokou
specificitou hostitele. Takova kliSt'ata saji jen na urcitych hostitelich. K nim patii naptiklad
Ixodes hexagonus, ktery saje krev pouze u jezku, psu a kocek. Vedle toho existuji také
generalisté, napfiklad I. ricinus nebo I. dammini. Tyto druhy vyhledavaji rizné hostitele, at’ uz
se jedna o jesteérku, ptactvo, drobné az velké savce véetné ¢lovéka. Schopnost sat krev na vétSim
poctu hostiteld je divodem, proc jsou tato klist'ata vyznamnymi prenase¢i chorob (Kimmig et
al., 2003).

Rod Dermacentor je ve stiedni Evropé majoritné zastoupen pijakem stepnim
(Dermacentor marginatus) a pijakem luznim (Dermacentor reticulatis), ktefi napadaji hlavné
ovce, hovézi dobytek, srny a zajice. D. marginatus je pfizpusoben teplej$imu a sus§imu podnebi
zemépisnych Sitkach. Klist'ata rodu Rhipicephalus jsou pomérné dobie ptizplisobena pro zivot
Vv suchych oblastech. Sehravaji velikou roli jako pienaseci rickettsiovych nemoci, napt. maltské
horecky. Rod Amblyomma je rozsifen po celém svété. Velkou roli sehrava jako parazit
kopytnikt a pfenase¢ nemoci na ¢loveka i zvire. Klistata rodu Hyalomma parazituji predevsim
na kopytnicich. Jsou pienaseci krymsko-konzské hemoragické horecky (Kimmig et al. 2003)



3.2 Ixodes ricinus

Zarazeni do systému:
Rise: Animalia
Kmen: Arthropoda
Ttida: Arachnida
Rad: Ixodida
Celed’: Ixodidae
Rod: Ixodes
Druh: Ixodes ricinus Linnaeus 1758

Klisté 1. ricinus je typicky evropsky pienase¢ lymeské borelidzy. Zivi se na nejriizngjsich
savcich, ptacich, plazech. Gern (2008) ve své studii uvadi, ze jde o vice nez 230 zivocisnych
druhd, které jsou zapojeny do vztahu klisté - hostitel. Nejvhodnéjsim biotopem pro klist'ata jsou
listnaté lesy a nizké, husté kefe. Hranice vyskytu klistat je udavana mezi 600 — 800 m.n.m.,
ale s postupujicim fenoménem globalniho oteplovani byla aktivni klist'ata nalezena ve vyskach
nad 1 200 m.n.m. a napiiklad v Alpach i ve vyskach blizicich se 2 000 m.n.m. (Prokes 2015).

3.2.1 Morfologie

T¢lo klistat se sklada =z casti gnathosoma (Ustni ¢ast), idiosoma (zadni cast)
a z ¢lankovanych koncetin. Larvy maji 3 pary koncetin, nymfy 4 pary. Vnitini organy jsou
ulozeny ve stale cirkulujici hemolymfé (Sonenshine et al. 2002).

Pro vyhledavani hostitele jsou klistata vybavena sloZitym smyslovym Ustrojim,
tzv. Hallerovym organem. Nachazi se na koncich pfednich koncetin a dokaZze zachytit
mechanické, tepelné a chemické podnéty. KliSté ¢ihd s roztazenymi piednimi koncetinami
a svého hostitele rozpozna na zakladé otfesti, vyzatfovaného tepla a podle vydechovaného oxidu
uhli¢itého (Kimmig et al. 2003).

Pii sani dava toto klist¢ pfednost mistim, kde je kiize tenkd a télesna teplota vyssi.
Aby se dostali ke zdroji potravy, pouziji nejprve chelicery a poté hypostom (Obr. 1). Masivni
hypostom sestavajici z chitinu, ktery je opatfen mnoha zpétnymi hacky a slouzi k uchyceni
Vv pokozce (Kimmig et al. 2003).



Obr.1: Snimek klistéte s viditelnymi cheliceramy a hypostomem.
Pievzato z: www.tickencounter.org

3.2.2 Aktivita

Ve stfedni Evropé, ktera ma specifickou vlhkost i tepelné podminky, zac¢inad aktivita
klistat ptiblizn¢ 14 dnti po odtani sn€¢hu a trva az do listopadu, pfipadné pocatku prosince.
Klisté 1. ricinus ma dva hlavni vrcholy aktivity, pti¢emz prvni z nich pfipada na obdobi jara
a Casného léta (Prokes 2015).

3.2.3 Zivotni cyklus

Kazdé stadium, tj. larva, nymfa a dospé€la samice ¢i samec (Obr. 2), saje na rtznych
druzich obratlovct (Obr. 3). Klistata I. ricinus maji §irokou $kalu hostiteld. Larvy a nymfy saji
zejména na hlodavcich, ptacich ¢i jestérkach. Dospéla klist'ata saji hlavné na vétsich savcich
(Herrmann & Gern 2015).

Obr. 2: Larva (A), nymfa (B), dospély samec (C), dospé€la samice (D), nakladena
vajicka se samici (E). Pievzato z: https://www.mcdinternational.org/.


http://www.tickencounter.org/
https://www.mcdinternational.org/

Klisteé se vyviji z vajicka, pres larvu, nymfu v dospélce. Samice klade vajicka do travy,
Z nich se vylihne asi 0,8 mm velka larva. Larvy a nymfy obvykle zistavaji blize k zemi,
maximalné do 10-20 cm vysky nad zemi, pravdépodobné proto, ze jsou vzhledem k velkému
poméru povrchové plochy k objemu téla citlivéjsi na vlhkost prosttedi nez dospéla stadia
(Mejlon & Jaenson 1997; Herrmann & Gern 2015). Z larvy se metamorf6zou vyvine nymfa,
asi 1,2-1,5 mm velka. Nymfa se vyvine v dospé€lce — samec 2,5 mm velky, samice az 4,5 mm.
Dospéli samci a samice byvaji pozorovani vyse na vegetaci, obvykle 60 az 80 cm nad zemi,
ale 1ze je nalézt 1 ve vySce 1,5 m v zavislosti na okolni vegetaci (Herrmann & Gern 2015).
Dospély samec jiz nepfijimé potravu, nybrz pouze vyhledd zvife, na kterém najde samici
k pafeni. Pfi hledani partnera vyuzivaji feromony. Pafeni mtize trvat az jeden tyden, poté samice
vyhleda ptiznivé podminky pro nakladeni vajicek (Kiszewski et al. 2001). Samci po pareni
odpadnou a umiraji. Déle saje jiz jen samice, kterd je posléze schopna naklést az 2 500 vajicek.
Po jejich nakladeni samice umira a larvy se vylihnou piiblizn¢ o osm tydnti pozd&ji (Kimmig
et al. 2003).

Pfi tomto vyvoji muze dochazet k dlouhym prodlevam, které vSak klistata diky své
rozvinuté schopnosti hladovét dokaZzou pieckat bez jakékoliv ujmy. Cely vyvoj kliStéte
od vajicka az po pohlavné zralé stddium podléha proto zna¢nym vykyviim a trva od jednoho
a pul roku do ¢tyt a pul let (Kimmig et al. 2003).

No or reduced
blood meal

Obr. 3: Zivotni cyklus klistste I. ricinus. (Herrmann & Gern 2015).

3.2.4 Sani krve

ey

Ze vSech popsanych druhit hmyzu a pavoukovci, ktefi v sou¢asné dobé Ziji na Zemi,
pouze zhruba 14 000 druhti vyvinulo schopnost zivit se krvi obratlovci (Graga-Souza et al.
2006). Na rozdil od jinych c¢lenovcu, sajicich krev pfimo z kapilar hostitele, jsou klistata



telmofagové a saji krev z drobnych hematomti, které se tvofi z krve vylité z poskozené cévy
(tzv. ,,pool feeding®) (Vancova et al. 2020).

Uspé&sny piijem potravy je Zivotné dilezity pro dokondeni vyvojového cyklu klistéte,
preziti a nakladeni vajicek samickou. K pruniku saciho organu, hypostomu, do ktze hostitele
dochazi pomoci chelicer klistéte, coz ma za nésledek poskozeni epidermalnich a dermalnich
bunck vcetné mistnich cévek (Maté&jovska 2007).

Sani samic se sklada ze dvou fazi, z pomalého sani, trvajiciho zpravidla 6-9 dnu,
a nasledného rychlého sani, k némuz dochéazi 12-24 hodin pfed odpadnutim z hostitele
(Obr. 4). Faze rychlého sani je podminéna oplozenim samic a nasaji pfi ni vice nez dveé tietiny
celkového objemu krve — u samic klistéte obecného az 1 ml, tedy zhruba stonasobek jejich
pivodni hmotnosti (Sojka 2016).

Ptijem potravy plni u klistat dvoji funkci. Larvy a nymfy vyuzivaji bilkovinu hostitele
na energii a svlékani. (Kimmig et al. 2003). Zpracovani proteint hostitelské krve, zejména dvou
hlavnich komponent, hemoglobinu a sérového albuminu, je dulezitym ptedpokladem
Kk vytvofeni velké snisky (Sojka 2016).

Days Tick size Light Midgut epithelium Relative
microscope scheme hemoglobinolysis

0 -

44

6 <

Obr. 4: Faze sani samice klistéte obecného, zmény morfologie stiev, hemoglobindza.
UF — nenakrmené klisté; 2d, 4d, 6d — pocet dnii sani; FF — maximalné nakrmené, DC — bunky
traviciho traktu. Pfevzato z Franta et al. (2010)



Proces traveni krve probihd ve stievé, které u samice kliStéte predstavuje pres 80 %
jejiho téla. Jeho stfedni ¢ast (mezenteron), odpovédna za traventi, je roz¢lenéna do jednotlivych
vybézka (caeca), které zvétsuji celkovy povrch a objem stfeva (Horn et al. 2009). Tato cast
stteva se u klist'at vyrazné lisi od stejného organu krevsajiciho hmyzu, a to nejen anatomicky,
ale pfedevSim funkcéné. U krevsajictho hmyzu probiha (az na vyjimky) traveni proteint
hostitelské krve rychle a mimo samotné bunky — Vv lumen stfeva. Travici enzymy napf.
u mouchy tse-tse (Glossina palpalis) nebo komart byvaji vétSinou serinové proteazy podobné
trypsinu s maximem aktivity v zasadité (alkalické) oblasti pH. Oproti tomu u klistat dochéazi
v lumen stieva pouze k enzymatické lyzi (rozkladu) ¢ervenych krvinek a rozpusténé krevni
proteiny jsou poté transportovany do stievnich bunék a trdveny v kyselém prostiedi
vnitrobunéénych membranovych vacki. Tento postupny a neobvykly zplisob traveni velkého
mnozstvi nasaté hostitelské krve, kdy vnitiek stieva evidentné slouzi i jako primarni zasobnik
Zivin, umoziuje klistatim ptezivat dlouhé casové intervaly (mésice az roky) mimo hostitele
samoziejmé velmi piispiva k jejich globalnimu rozSifeni a Usp&$né adaptaci k Zivotu
v nejrizngjsich podminkach na Zemi (Sojka 2016).

3.2.5 Interakce kliSté hostitel

Sani klist'at je dlouhodoby proces, béhem kterého se vyviji silna odpoveéd’ hostitele. Kliste
¢eli homeostaze hostitele (mechanismy obratlovceil, které zabranuji ztraté krve), zanétu (ktery
muze vyvolat svédéni nebo bolest, a tim vyvolat obranné chovani hostitelil), adaptivni imunité
(prostiednictvim bunééné i humoralni odpovédi) (Francischetti et al. 2009).

Klist¢ se témto mechanismim brani pomoci sekrece biologicky aktivnich latek
ze slinnych Zlaz (lipidy, proteiny). Slinné Zl14zy patii v téle klistéte mezi nejvétsi a jsou nezbytné
pro uspésny pfijem krve. Zaroven jsou cestou prenosu mnoha patogenti do téla hostitele
(Mat¢jovska 2007). Nedavny pokrok v transkriptomovém vyzkumu odhalil, ze klist'ata maji
stovky rtiznych proteinti exprimovanych v jejich slinnych zlazach (Francischetti et al. 2009)
(Obr. 5).
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Obr. 5: A) Béhem sani na infikovaném hostiteli dochazi k pfenosu Borrelia burgdorferi
spolu s krvi. Klist€ uvoliiuje do kiize hostitele slinny protein SALP25D, které tlumi zanét
v misté ptisati. B) Spirochety pozité s krvi ptilnou ke stievu klistéte a ziistanou v tomto
organu az do dalsiho sani. B. burgdorferi exprimuje proteiny OspA a OspB, které chrani
spirochety pted skodlivymi slozkami v krvi hostitele, véetné protilatek, a umoziuji jim
ptilnout a ptetrvavat ve stievé (Kurokawa et al. 2020).

Ihned po poranéni cévy klistétem dochazi ke stazeni cévy — vazokonstrikci. Ta je
vysledkem nejen reflexivni ¢innosti svalové vrstvy cévy, ale i odpovédi na mnoho faktort
uvolnovanych z aktivovanych desti¢ek nebo vznikajicich béhem aktivace koagulaéni kaskady.
Trombocyty dokézou zformovat krevni zatku béhem nékolika sekund. K jejich aktivaci dochéazi
pii styku s kolagenem béhem poranéni cévy hypostomem klistéte. Po této primarni aktivaci se
rychle méni tvar trombocytd a dochazi k degranulaci jejich granul. Adenosindifosfat,
tromboxan a trombin se vazou na povrch trombocyti, které jsou nasledné pospojovany a utvoii
zatku (Matéjovska 2007; Anderson & Magnarelli 2008).

3.2.6 Prenos borrelii

Spirochéty ziji ve stfevé klistéte. Po pfisati migruji pfes stievni sténu do slinnych zlaz,
odkud se dostanou do svého hostitele. Tento déj trva obvykle nékolik hodin. Proto riziko nadkazy



je tim vétsi, ¢im delsi cas je klisté pfisato. Udava se, Ze odstranéni klistéte nejpozdéji
do 24 hodin predstavuje minimalni riziko ndkazy. VEtsi riziko ndkazy nesou i prisata vyvojova
stadia — larva, nymfa — protoze vzhledem ke svému malému rozméru unikaji pozornosti (Prokes
2015).

U B. afzelii bylo dokazano, Ze borrelie putuji pti piisati klistéte na hostiteli ze stieva
klistéte rovnou do hostitele nejdiive aktivnim pohybem proti proudu nasavané krve a pak
i regurgitaci. Spirochéty aktivované zménou teploty a pH krve hostitele méni expresi svého
povrchovy OspA proteinu na OspC protein, ktery se poté vaze na klistéci slinny protein SALP.
Diky tomu inhibuje aktivaci T lymfocytd hostitele a borrelie se tak dokaze vyhnout specifické
bunééné imunité. Tento proces trva priblizné¢ prvnich 24 hodin sani klistéte. Proto ackoli
borrelie pronikaji do téla hostitele jiz od zacatku, jsou zlikvidovany imunitnim systémem
a proto odstranéni klistéte v prvnich 24 hodinach ptedstavuje jen nizké riziko nakazy
(Pospisilova et al. 2019)

Samotné projevy onemocnéni jsou dany 3 mechanismy, jednak vlastnim plisobenim
spirochét na postizené tkan¢, dale autoimunitni reakci organismu a v neposledni fadé se
projevuje vliv vaskulitidy a ukladani imunokomplexii. Borrelie se §ifi v extracelularnim vazivu,
posléze lymfatickymi cestami a krvi. Cilovymi organy, kde jsou schopné uchyceni, jsou
predevsim centrdlni a periferni nervovy systém, klouby, myokard, kosterni svaly, nékteré
struktury oka a ktze. Jsou primarné extracelularnimi patogeny, ale diky bic¢iktim, které obtaci
télo spirochét jsou pohyblivé a mohou se nalézat i intracelularné, napt. ve fibroblastech,
neuroglii, endoteliich, bunkach synovie. Jsou schopny se rliznymi mechanismy chranit
pfed imunitou hostitele, pfedev§im zménou povrchovych antigenti, mohou odhodit své biciky,
aktivné unikat pted fagocytozou, inaktivovat komplement a disregulovat imunitni systém
(Bartinek 20006).

3.2.7 Piehled patogenu, nemoci

Vsechny patogeny se do kliStéte dostanou béhem sani na infikovaném hostiteli a pfi
nasledujicim sani se pfenaseji skrze slinné Z1azy na dalSiho hostitele. K nejzndméj$im virovym
infekcim pfenasenym klistaty patii klistova encefalitida zplisobena virem TBE z Celedi
Flaviviridae. V Evropé¢ je rocné zaznamenano 5 000 — 7 000 piipadi (Siiss 2011). V letech
2016 — 2019 bylo v Ceské republice hlaseno mezi 565 — 774 ptipadi roéné (Orlikova et al.
2020) a v roce 2020 dokonce 854 piipadi (SZU 2020)

NejznaméjSim zastupcem bakteridlnich onemocnéni piendsenych klistaty je lymeska
borelidza zpisobena spirochétami komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.) (Mat&jovska
2007). V Evropé¢ je kazdoro¢né hlaseno vice nez 232 000 novych piipadt lymeské boreliozy
u lidskych pacientli (Lindgren & Jaenson 2006). Z literatury je zndmo nekolik konkrétnich
ptipadl dvojité infekce klistové encefalitidy s lymeskou boreliézou (Logina et al. 2006; Broker
2012). V Ceské republice je ro¢né hlaseno kolem 4000 piipadi, konktrétng v letech 2018 -
4724, 2019 - 4102 a 2020 — 3710 piipadi (SZU 2020).
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Klistata dale prenaseji napf. bakterie zpusobujici tularémii (Francisella tularensis),
intracelularni bakterie z ¢el. Rickettsiaceae (Rickettsia helvetica and Rickettsia monacensis).
Dale muze pienaset bakterie zpasobujici lidskou granulocytarni anaplasmézu (Anaplasma
phagocytophilum). V neposledni fadé je tfeba uvést parazitarni onemocnéni z kmene
Apicomplexa. Z téchto nemoci je znama babezidza (Babesia divergens, Babesia microti)
a teileridza (rod Theileria) (Mat&jovska 2007; Rizzoli et al. 2014).

3.3 Lymeska borelioza

Lymeské boreliéza (LB) patfi v CR mezi nejéastéjsi zoondzy s piirodni ohniskovosti,
ktera je prenaSena klistaty (Prokes, 2015). Onemocnéni dostalo jméno podle meéstecka
Old Lyme v Connecticutu v USA, kde byly popsany v roce 1976 revmatologem dr. Steerem
juvenilni epidemické artritidy u déti ve spojitosti s pfisatim klistéte. Piivodce onemocnéni byl
izolovan ze stfevniho traktu americkych klistat Ixodes dammini v roce 1982 Williamem
Burgdorferem v USA a byl pojmenovan Borrelia burgdorferii. Samotna nozologicka jednotka
— Lymeska borelidza — byla pfijata az v roce 1987 na III. mezinarodni konferenci v New Yorku
vénované této problematice (Burgdorfer et al. 1982; ValeSova 1999).

Piivodcem LB je gramnegativni mikroaerofilni spiralovita bakterie z kmene spirochét
patiici do komplexu Borrelia burgdorferi s.l. Spirochéty si vyvinuly mnoho strategii
K ptizpisobeni se riznym prostiedim. Jedinym prokazanym vektorem jsou klist'ata a hostiteli
jsou obratlovci (Hovius et al. 2007). V Ceské republice je vektorem borrelii kli§té rodu Ixodes.
Borrelie byly také nalezeny u komarit v CRu komaru Aedes vexans (Halouzka et al. 1998),
ve Spojenych statech Aedes canadensis a Aedes stimulans (Magnarelli & Anderson 1988).
V komarech, vzhledem K jejich Zivotnosti, ptezivaji borrelie krat§i dobu. Borrelie prokazany
I v dalSich druzich bezobratlych — rozto¢i (Acarina), dvoukiidli (Diptera), blechy (Aphanicata)
a ovadoviti (Tabanidae) (ValeSova 1999). U tohoto hmyzu vSak nikdy nebyl prokazan pienos
borrelii na hostitele, tudiz nemohou byt nazyvani vektorem.

Jednotlivé druhy borrelii se 1i§i svou antigenni vybavou, afinitou k riznym tkdnim
a vazbou na rezervoarového hostitele. B. burgdorferii sensu stricto napada piedevs§im kloubni
a nervovy systém Cloveéka, B. afzelii je asociovana s kozni manifestaci a B. garinii je davana
do souvislosti s neurologickymi projevy (Bartinék 2006; Gern 2008). Tyto rozdily
ale nejsou z klinického hlediska zasadni, a proto muze kazdy druh vyvolat riznou organovou
manifestaci (Gern 2008). V dnesni dobé¢ jsou jiz znamy dalsi druhy borrelii patogennich pro
¢loveéka — B. lusitaniae, B. spielmanii, B. valaisiana, B. bavariensis, B. bissettii, B. mayoni,
B. kurtenbachii. Dalsi druhy byly zachyceny pouze v klistatech — B.finlandensis, B. japonica,
B. sinica, B. tanuki a dalsi (Prokes 2015).

Borrelia burgdorferi s.I. ma dlouhé spiralovité vinuté télo o délce 4-30 um a priméru
0,2 um, pohybuje se rotaci kolem podélné osy nebo smrstovanim a natahovanim. Pohyb
umoziuji bi¢iky, kterych je 7-9, na rozdil od ostatnich patogennich borrelii (B. hermsi,
B. recurrentis), které maji 15-20 bi¢ikd. Bic¢iky se vypinaji mezi obéma konci buiky
Z bazalnich diskd, umisténych v cytoplazmatické membrang, a obtaci télo borrelie pod vné&jsi
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bunénou sténou. Ta sestava ze tfi vrstev, vnitini peptidoglykanové, stiedni

lipopolysacharidové a vnéjsi lipoproteinové. Biciky jim umoziuji pohyb rychlosti az 2 mm
za minutu (Bartiinék 2006; Vancova et al. 2017).

Putovani borrelii mezi tkanémi hostitele je podobné jako u leukocytii, mohou volné
prochazet nejen epitelem, ale i hematoencefalickou bariérou. Dobie se pohybuji ve viskdznim
prostiedi mezibunééné hmoty, v pojivovych tkanich, v mozkomisnim moku a v synovialni
tekutin€. Rozmnozuji se relativné pomalu, pficnym nebo podélnym délenim, zhruba kazdych
7-20 hodin. Vzhledem k dlouhému genera¢nimu ¢asu je expanzivita infekce nizka. Spirochéty
jsou dle nekterych vyzkumi schopny pii nizkém pH a nedostatku nutrice vytvaret cystam
podobné tutvary a jiné morfologické non-spiralni formy a za vhodnych podminek se zpétné
transformovat do formy spiralni (pohyblivé) (Vancova et al. 2017).

B. burgdorferi se vyznacuje mimofadnou schopnosti tvofit cysty (které maji
charakteristiku endospor) a vylucovat vezikuly s plazmidy, majici stejnou stavbu jako buné¢na
sténa. V neptiznivém prostiedi dokaZe tento druh spirochét tvoftit cysty v rekordnim ¢ase — uz
za 24 — 48 hodin. Borrelie na svém povrchu vystavuji velké mnoZzstvi nejriiznéjSich antigennich
struktur, které se obecné oznacuji jako vnéj$i povrchové ¢i membranové proteiny (outer
membrane/surface proteins, Omp/Osp) (Schwan et al. 1995). Fluidita vné&jsi membrany
B. burgdorferi s bic¢ikovymi proteiny a vezikularnimi utvary ma vyrazny vliv na adhezivitu
borrelii s bunikami hostitele (Bartiinék 2006). Hostitelska obrana je spojena s tvorbou proteind
— protilatek tfidy IgM. Avsak protilatky proti antigentim borrelii reaguji i s nervovymi vlakny
(u lidi antigen HSP 60, myozin). To muZze spustit autoimunitni reakce v organismu hostitele
(Buchancova et al. 2009).

3.3.1 Pripady onemocnéni LB

V Evropé je nejvice ptipadi LB ve Skandinavii a v centralni Evropé, existuji vSak znacné
vykyvy ve vyskytu podle rtiznych lokalit, napt. v jiznim Némecku 111 ptipadd na 100 000
obyvatel, ve Slovinsku 206 ptipadina 100 000 obyvatel. Ve Spojenych statech vyskyt dosahuje
ro¢né k 160 ptipadiim na 100 000 obyvatel (Kamradt 2002).

Vyskyt onemocnéni LB vykazuje v CR zvysenou frekvenci v letech 1993 a 1994
(Graf 1)., a vrcholi v roce 1995, kdy incidence LB dosahla 61,2/100000 obyvatel (Bartinék
2006). V posledni dekadé se tendence ustalila a nemocnost na LB v letech 2008-2018 se
pohybovala mezi 27,6-46,1 na 100 000 obyvatele, ro¢né¢ bylo hlaseno 2913 az 4834
onemocnéni (Orlikova et al. 2019).
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Graf 1: Lymeska boreliéza v CR, mezi lety 1986 - 2018, podet piipadii a incidence
na 100 000 obyvatel (Orlikova et al. 2019).
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Prestoze v Evropé je hlaseno vice nez 200 tisic piipadu rocné (Lindgren & Jaenson 2006),
celkovy pocet muze byt vyrazn€é vyssi, zejména kvuli pleomorfnimu klinickému projevu
infekce, ktery saha od nespecifickych ptiznakti podobnych chiipce po typické klinické ptiznaky
lymeské borelidozy (napt. Erythema migransa jiné dermatologické piiznaky, karditida,
chronicka artritida, meningitida a neurologické abnormality) (Rudenko et al. 2011).

3.3.2 Borrelie - hostitelé

Oblasti s vyskytem lymeské nemoci v Evropé se udrzuji prostiednictvim komplexnich
interakci mezi riznymi druhy klistat rodu Ixodes, fadou borrelii patficich do komplexu
B. burgdorferi s.l. a velkym pocet hostitelti (obratlovct), na nichz klist’ata saji (Gern 2008).

Boreliézu ptenaseji klistata, v Evropé Ixodes ricinus, v Americe Ixodes scapularis
(dtive I. dammini) a Ixodes pacificus, ve vychodni Asii Ixodes persulcatus. Lymeska borelidéza
je rozsifena skoro po celém svété (Kimmig et al.,, 2003). Borrelie se vykytuji dokonce
I V polarnim mofi, kde byly prokazany u moiského ptactva napadeného klistétem Ixodes uriae
(Olsén et al. 1993; Smith et al. 2006).

Frekvence jednotlivych druhli borrelii v Evropé neni rovnomérnd. Neurologické
manifestace jsou Castéjsi v zapadni Evropé a s nimi spojena B. garinii. Ve stfedni Evropé
a Skandinavii je nejcastéjsi B. afzelii. B. burgdorferi s.s. neni dominantni v zadném evropském
regionu a nevyskytuje se v Rusku, Finsku a Asii (Bartan¢k 2006).

Typickym hostitelem pro Borrelia afzelii jsou mali savci, predev§im hlodavci
(Hanincova et al. 2003), B. spielmanii je spojena s fadou hlodavct, napf. plch zahradni (Eliomys
quercinus) ¢i plsik liskovy (Muscardinus avellanarius) (Richter et al. 2004). V Némecku byla

13



zjisténa B. afzelii, B.spielmanii a B. garinii i u jezka zapadniho (Erinaceus europaeus)
(Skuballa et al. 2007). Rezervoarem B. bavariensis jsou hlodavci (Margos et al. 2009). Ptaci
jsou rezervoarem pro B. garinii a B. valaisiana. B. valaisiana byla izolovana z klistat v Evropé
a Asii, kde je zna¢na diverzita tohoto druhu, je to nejobecnéjsi genodruh u klistat v Irsku.
B. valaisiana je ¢asto nachazena v dualni infekci s B. garinii (Bartin¢k 2006). B. burgdorferi
sensu stricto je spjata jak s hlodavci, tak s ptaky (Hanincova et al. 2003; Gern 2008). Plazi
mohou byt dulezitymi hostiteli pro nymfy I. ricinus a konkrétné Lacerta viridis a Podarcis
taurica mohou hrat roli v cirkulaci B. burgdorferi s.I. (Foldvari et al. 2009). Dalsi studie
(Matuschka et al. 1992; Majlathova et al. 2006) potvrzuji mozny vyskyt B. lusitaniae u plaza.

Preziti B. burgdorferi, stejn¢ jako napiiklad v pfipadé viru klistové encefalitidy, zavisi
na uskutecnéni prenosu klist’at na hostitele z fad obratlovci.

Béhem metamorfézy klistéte prechdzi infekce postupné z jednoho stadia na druhé.
Vertikalni neboli transovarialni pfenos B. burgdorferi s.l. u klistat byl sice experimentalné
prokazéan, ale pfi generalizované infekci klistéte dochazi k degeneraci vaji¢ek nebo poruse
ovipozice. Proto nemd vét§i vyznam pro udrzovani borrelii v pfirodnim ohnisku (Bartiin¢k
2006; Prokes 2015).

Klicovym faktorem tuspé$Sného pienosu je schopnost téchto patogeni vyuzivat
farmakologické vlastnosti slin jejich vektorovych klistat. Proteiny a dalsi latky vylu¢ované
ve slinach klistat reguluji hemostatické, zanétlivé a imunitni reakce hostitele, s cilem usnadnit
sani krve. Tyto bioaktivni molekuly slin zahrnuji proteiny vazajici imunoglobulin, proteiny
vazajici histamin, regulatory pfirozenych zabijeCskych bunck a interferonti a inhibitoru
komplementu. Rozlu§ténim obsahu slin kli§tat a pochopenim jejich interakci s hostitelem
a patogenem muzeme identifikovat nové strategie pro tlumeni nemoci (Nuttall 1999).

3.3.3 Vakcinace

Ptirozena odolnost proti borreliové infekci neexistuje, onemocnét mize kazdy ¢lovek,
ktery pfijde do styku s infikovanym kliStétem, i opakované (Buchancova et al. 2009).

Od roku 1998 byla v USA dostupna humanni vakcina LYMErix (Smith Kline Beecham)
obsahujici antigen jen proti Borrelia burgdorferi s.s., ktera byla po 4 letech vyrobcem stazena
(v roce 2002). Ani na evropském trhu jeSt¢ neexistuje huménni vakcina proti borelioze
(divodem je velka heterogenita antigenii borrelii). Situace na poli veterinarniho 1ékatstvi neni
zdaleka tak beznadéjnd, vakciny pro vnimava domaci zvifata (zejména psy) jsou dostupné
na ¢eském i zahrani¢nim trhu (Aronowitz 2012).

Nekteré druhy zvifat, zejména morcata, mysi, krélici a hovézi dobytek, si na zéklade
opakovaného kontaktu s klist'aty ve svém pfirozeném zivotnim prostiedi vytvoftily proti témto
parazitim rezistenci (Wada et al. 2010). B. burgdorferi s.I. pravdépodobné pietrvava
v infikovanych hlodavcich po celou dobu jejich zivota, aniz by vyvolala onemocnéni. Naproti
tomu u pst, skotu, koni vyvoladva podobné spektrum symptomti jako u ¢lovéka (Bartiinek 2006).
Klinické projevy u téchto zvifat se manifestuji nekoordinovanymi pohyby, letargii, n€kdy
agresivitou, nechutenstvim, hubnutim, zanéty o¢i. Vyskyt u nevakcinovanych psti je 5-nasobné
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vyssi v porovnani s vakcinovanymi Biocanon B (s antigeny B. afzelii a B. garinii). Clovék se
mize nakazit pfi neodborném vyndavani nakazeného klistéte ze zvifete (Buchancova et al.
2009).

3.4 Borrelia lusitaniae

Kmen: Spirochaetae
Ttida: Spirochaetes
Rad: Spirochaetales
Celed’: Spirochaetaceae
Rod: Borrelia
Druh: Borrelia lusitaniae (Le Fleche et al. 1997)

Borrelia lusitaniae, patiici do komplexu patogennich bakterii Borrelia burgdorferi (sensu
lato), vyuziva jako své rezervoary ptaky, drobné savce a plazy, pti¢emz ptaci a hlodavci slouzi
pouze jako ptilezitostné rezervoary, protoze vyskyt této borrelie je u nich vzacny (Poupon et al.
2006; Majlathova et al. 2006; Norte et al. 2015). Borrelia lusitaniae byla poprvé izolovana
z klistéte Ixodes ricinus v Portugalsku v roce 1993 (Nuncio et al. 1993). V roce 1997 byla
vymezena jako novy druh (Fleche et al. 1997). Mimo Portugalsko byla B. lusitaniae dale
izolovéana z klistat rodu Ixodes zijicich v lokalitaich kolem pobfiezi Stfedozemniho mofe.
Nasledné bylo potvrzeno, ze B. lusitaniae je z hlediska prevalence dominantnim druhem
borrelie prenasené klistaty v Portugalsku (Vieira et al. 2019), Srbsku (Caki¢ et al. 2019) nebo
Tunisku (Younsi et al. 2001). Dale je vyskyt tohoto patogenu znam naptiklad z Italie, kde
detekovali tyto bakterie u larev a nymf klistat I. ricinus a jestérek Podarcis muralis, Podarcis
siculus a Lacerta bilineata (Mendoza-Roldan et al. 2019), nebo ze Slovenska (Majlathova et al.
2006), kde jsou hlavnim rezervoarem jestérky Lacerta agilis a L. viridis.

Patogenita pro ¢loveka byla zpocatku povazovana za nepravdépodobnou. Kazuistiky vSak
dokazuji, Ze B. lusitaniae muze u lidi zptisobit rizna onemocnéni (kozni 1éze, kozni vaskulitida
a artritida) (Collares-Pereira et al. 2004; Da Franca et al. 2005; Vieira et al. 2019). V roce 2001
byla B. lusitaniae izolovana od pacienta s dlouhodobymi a nespecifickymi koznimi projevy
(Obr. 6). Pacientkou byla 46leta Portugalka s kozni 1ézi na levém stehné, ktera se béhem deseti
let pomalu vyvijela. Pacientka trpéla parestézii koncetin, kiece, chronické bolesti hlavy
a poruchy srde¢niho rytmu. Spirochaetalni organismy byly kultivovany z biopsie klize. Stav
pacientky se zlepSil po 2 tydnech intraven6zniho podavani ceftriaxonu; kozni 1éze se dale
nerozsifovaly (Collares-Pereira et al. 2004; Da Franca et al. 2005).
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TACTTTGACCATATTTTTATCTTCCATCTCTACTTTGCCAA
TTTGTTTATGCAACATAGAATAATATATATCTTTGTTTAATC
CATGTCAATATCTATTTTATTTTTTATATTTTTTTAAATCAA
ACATTCAAAAAAATGAACATTTAAAAAACATAAAAAATAAA
TTCAAGATTTGAAGTATAAAATAAAAAACCCTGGCAATAA
CCTACTCTCCCGCGAACTCGCAGTACCATCAGCGAATAA
GAGCTTAACTTCTGTGTTCGGAATGTTAACAGGTGTTTCC
TCTTTTCTTTAACCACCAGGGTTTTTATAAGGAAGACAAAA
ATATGGCCAAAGATACGGGTAA

Obr. 6: Sekvence lidského izolatu Borrelia lusitaniae. Prevzato z (Collares-Pereira et al. 2004).

(de Carvalho et al. 2008) ve své studii piedstavuji izolaci Borrelia lusitaniae od 13leté
zeny se syndromem podobnym vaskulitidé. Pficemz svym vyzkumem upozornuji lékate
na skute¢nost, Ze B. lusitaniae mtize byt u lidi patogenni, a je tieba zduraznit, Ze pacienti mohou
byt séronegativni nebo mohou mit minimalni mnozstvi protilatek a klinické ptiznaky, které
nejsou specifické pro lymeskou boreliozu. Toto potvrzuji i Vieira et al. (2019), kteti provadéli
testy na imunoblotu a druhy ELISA, vzdy s negativnim vysledkem. Kdezto PCR zhodnotili
jako vhodnéjsi metodu detekce B. lusitaniae.

Z poslednich pfipada popisuji Vieira et al. (2019) 15letého chlapce z Portugalska trpici
obcasnymi pulzujicimi bolestmi hlavy spojené s nevolnosti. Pacient byl hospitalizovan s tézkou
bolesti hlavy, ktera pretrvavala n¢kolik hodin. M¢l také potize s mluvenim a parestezie v pravé
ruce. Nebyly patrné zadné kozni léze. PCR z mozkomis$niho moku prokazala Borrelia
burgdorferi sensu lato a nasledna sekvenace identifikovala genotyp B. lusitaniae. Po 21 dni mu
byla podavana antibiotika ceftriaxon a bolesti hlavy brzy zmizely (Vieira et al. 2019).

16



3.5 Jestérka zelena (Lacerta viridis)
RiSe: Animalia
Kmen: Chordata
Rad: Squamata
Celed: Lacertidae
Rod: Lacerta
Druh: Lacerta viridis Linnaeus 1758

Jestérka zelena je nejvétsim druhem jestérky v Ceské republice, vyskytuje se od nizin
obvykle az do 450 m.n.m., vyjime¢né i vySe. Taxonomicky patii Ceské jeStérky zelené
nominotypickému poddruhu (Lacerta viridis viridis). Co se tyce distribuce, je zde rozsifena
na fad¢ lokalit, spadajicich do povodi Dunaje, které tvoii soucdst souvislého vyskytu tohoto
druhu, sahajici dale na jih a jihovychod (Obr. 7). Vedle toho je zndma u z fad lokalit v Cechach
Z povoli Labe, které jsou vSak od souvislého druhového aredlu geograficky izolovany a svou
existenci jsou Uzce svazany s tzv. fiénim fenoménem (Zwach 2013).
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Obr. 7: Mapa rozsiteni Lacerta viridis v Ceské republice. Pfevzato z Biolib.cz.

PrestoZze existuji fosilni doklady (Dolnice u Chebu) o pfitomnosti forem blizkych
jestéree zelené jiz z doby miocénu (Ceriiansky 2010), recentni rozsifené jestérky zelené
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glacialnich refugii (B6hme et al. 2007).

Jestérka zelena osidluje biotopy lesostepniho charakteru a dobie oslunéna mista
s ptihodnymi tkryty a vhodnou vlhkosti (suché, slunecné kfovinaté stran¢, udoli okolo velkych
ek, skaly, ptikopy cest, staré sady a zahrady, zelezni¢ni naspy, extenzivné vyuzivané pastviny).
Preferuje lokality, jejichZ terén nebo vegetace jsou Clenité (Véle 2018).

Vzhledem k okrajovému vyskytu jsou jeho populace ohrozeny i nepfiznivym pocasim.
Nejcastéji je vSak tato jeStérka ohrozena zménami a zédnikem vhodnych biotopt ¢i predaci
kockami. V severnich ¢astech Turecka je tento druh mistné ohrozen pouzivanim pesticidu,
coz zpusobuje absenci kofisti nebo poziti kofisti ptimo s pesticidy (Zwach 2013; Véle 2018).

V Ceské republice patii jestérka zelena podle piilohy &. III vyhlagky ministerstva
Zivotniho prostiedi CR ¢&. 395/1992 Sb. (upravujici nktera ustanoveni zdkona ¢. 114/1992 Sb.)
mezi kriticky ohrozené druhy a jeji pfeziti je diky silnému naru$eni stanovist’ nejisté. Na mnoha
lokalitach jestérky ptezivaji na hranici druhovych moznosti, s ¢imz tzce souvisi i jejich zna¢na
zranitelnost (Fischer & Rehak 2010).

3.5.1 Morfologie

Zbarveni L. viridis neni pfili§ proménlivé. Samci maji hibet zeleny, Zlutozeleny
az tmave zeleny, obvykle s ¢ernymi teCkami. Bficho je bélozluté az syté zluté. Hrdlo je bélave
namodralé, na jaie (v obdobi pafeni) se samctim zbarvuje do modra a nékdy az do modrofialové
barvy. Toto modravé zbarveni miiZze pfechazet 1 na tvare nebo krk. Samice jsou zbarveny bud’
celé zelenavé, nebo mohou mit 2 az 4 bélavé pruhy podél téla (Zwach 2013).

Samci tohoto druhu dosahuji velikosti obvykle od 26 do 33 ¢cm, ale v podminkéach Ceské
republiky mutze dortst délky az 36 cm i vice. Samice dortstaji délky od 22 do 29 cm,
pies 30 cm jen zcela vyjimeéné (Zwach 2013). Sapovaliv (1987) zjistil u kiivoklatské populace
nasledujici maximalni hodnoty: samci 44,5 cm; samice 37 cm. Ocas je vzdy nejméné dvakrat
delsi nez télo, pokud se nejedna o regenerat. Na hibeté je 46 az 72 podélnych fad zrnkovitych
Supin. Stehennich pért byva 14 az 19. Koncetiny jsou dobfe vyvinuty a umoZziuji pomérné
velké skoky a rychly béh (Zwach 2013).

3.5.2 Etologie

Jestérka zelend je denni, heliofilni stepni az lesostepni druh, coZ vyrazné ovliviuje jeji
chovani. Aktivuje zrana za rosy, aby se napila, ale nevzdaluje se pfilis od svého nocoviste. Poté
¢eka pfii okraji svého tkrytu na slunce. Sluni se aZ po oschnuti rosy, obvykle po 8 hodin¢ ranni.
Ma-li tu moZnost, vyhiiva se na vyvySenych mistech v ramci lokality jako jsou velké kameny,
skalni utvary, kefe ¢i vétve stromu. Z téchto mist zvlasté osaméli samci velmi bedlivé pozoruji
své teritorium, které si dusledn¢ brani (Obr. 5) (Zwach 2013).

JeStérka zelena ma vétSinou siln€ teritoridlni chovani, které vSak v pfipadé
maloplosného rozsahu vyskytu nebo mimotadné silného vyskytu mtze byt potlaceno. Uzce to
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souvisi s Gzivnosti izemi a s nabidkou vhodnych tkryti (Zwach 2013). Teritorialni chovani
bylo béhem odchytu zpozorovano ptredevsim koncem dubna, zacatkem kvétna, kdy dochazi
k pafeni. BEéhem tohoto obdobi spolu samci urputné bojuji jak o teritoria, tak i o samice. Fischer
& Rehak (2010) uvadi Zze z 797 ptipadi pozorovani slunicich se jeStérek, bylo 708
(88,8 %) praveé ve vzdalenosti do cca 50 cm, 46 (5,8 %) ve vzdalenosti zhruba mezi 50 cm
a 100 cm, 30 (3,8 %) ve vzdalenosti mezi zhruba 100 cm az 200 cm, 11 (1,4 %) ve vzdalenosti
ptiblizné mezi 200 cm a 300 cm a pouze 2 (0,3 %) ve vzdalenosti nad 300 cm od nejbliz§iho
mozného utkrytu.

Vétsina adultnich jedinct vykazuje v prabéhu aktivni periody disperzi do individualnich
domovskych okrskli. K vyhleddvani a obsazovani prvnich domovskych okrski dochézi jiz
kratce po opusténi zimnich tkryt. Nejveétsi domovské okrsky zaznamenali Fischer & Rehak
(2010) u samct v obdobi od opusténi zimnich ukrytd do prvni ekdyse a v obdobi prvniho pafeni,
tj. v dob¢, kdy dochazelo jednak k vyhledavani a obsazovani vhodnych okrski popt. teritorii
a hlavné k vyhledavani samic, uzavirdni part a k vlastnimu péfeni. Nejmensi domovské
okrsky zaznamenali v pribéhu lovecké periody a hlavné u samcti v obdobi gravidity samic
a u samotnych gravidnich samic.

Pii vybéru domovskych okrskt jsou preferovana takova mista, ktera poskytuji alespon
jeden, mnohem casté&ji pak vétsi pocet vhodnych ukryti a v jejichz bezprostiedni blizkosti se
nachazi vhodna mista ke slunéni. Fischer & Rehak (2010) uvadi nejcastéjsi ukryty: Stérbiny
pod kameny a opusténé nory hlodavct, a zcela vyjimecné si jeStérky tkryty sami vyhrabavaly.
Nocéni tkryty jsou v naprosté vétsing piipadu situovany do tésné blizkosti, popf. piimo do centra
ruznych keft (nejcastéji trnitych, jako jsou rize, ostruziniky, trnky a hlohy). Takovéto kefe pak
byvaji také nejcastéji vyuzivany jako piileZitostné ukryty v ramci domovského okrsku i mimo
nej.

Po pafeni, koncem Cervna az zacatkem Cervence, klade samice 4 aZ 18 vaji¢ek do jamky
hluboké 12 az 25 cm na vyslunném misté. Hloubka jamky zavisi hlavné na prohtati a vlhkosti
substratu. Mlad’ata se lihnou z kozovitych vajec po 60 i vice dnech, tedy koncem srpna
az zaCatkem zafi, nékdy ale az v fijnu (Obr. 8, Obr. 9). Dobu lihnuti ovliviiuji venkovni teploty
(Wrangel 1995).
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Obr. 8.: Cerstva mlad'ata jestérky Lacerta viridis. Snimky potizené v zati 2020.
Autor: Lucie Musilova

Na jafe je aktivni az do 18 hodin. Béhem Iéta je vzhledem K vys$sim teplotam aktivni
rano do 10 hodiny, poté zaléza do Ukrytu. A pak od 16. - 17. hodiny, kdy vyléza lovit potravu.
JeStérka zelena se Zivi hlavné€ drobnymi bezobratlymi zivocichy. Lovi plZe, Cervy a larvy hmyzu
i dospély hmyz, jako jsou brouci, motyli atd. (Zwach 2013).

Zimuje ¢asto hromadné¢ s jinymi jedinci svého druhu. Zimu travi v dérach, ve skalnich
rozsedlinach ¢i v kamennych zidkach, a to od fijna. Podle priibéhu zimy a zacatku jara
na prelomu bfezna a dubna opoustéji jestérky zelené sva zimovisté (Obr. 9) (Zwach 2013).

D Aktivita adultni a subadultni jedincd
. Aktivita mladat z rozmnoZovani
. Zimovani
- 1. ekdyse
H = o
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1M n 12 Kladen vajec
leden brezen kvéten  Zervenec zari listopad
unor duben  cerven srpen fijen prosinec

= 0 [ I

D Lihnuti a aktivita mladat

Obr. 9: Grafické znazornéni podrobného ¢lenéni ro¢niho cyklu aktivity a rozlozeni
jednotlivych jeho ¢asti v prabéhu roku v oblasti Tichého udoli.
Pievzato z Fischer & Rehak (2010).

3.5.3 Parazité naSich plaza

Vnitinimi parazity plazi na uzemi Ceské republiky jsou nejéastéji obli Gervi, hlavngé
Skrkavky (Vojtkova 1982). Z vnéjsich paraziti se u plazi ¢asto objevuji rozto€i, jako jsou
sametky a kli§tata. Bé&Znym druhem klistéte u jestérek a hadu je klisté obecné (l. ricinus).
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Z dal$ich paraziti pak klist' lesostepni (Haemaphysalis inermis), klist' luzni (H. concinna),
pijak luzni (Dermacentor reticulatus) a pijak stepni (D. marginatus) (Zwach 2013).

3.5.4 Jestérka jako hostitel klist’at

V Ceské republice se této problematice vénoval Chmelai (2013), ktery zkoumal
populaci jestérek zelenych v Tichém udoli na pomezi Sttedoceského kraje a hlavniho mésta
Prahy. Uvadi, ze na vétsin€ odchycenych jedinct (74 %) byly nalezeny larvy a nymfy klistéte
obecného (Ixodes ricinus). Nejvyssi procento parazitace (93 %) a prumérny pocet klist'at
uchycena nejcastéji v koznich zahybech mezi krkem a pfednimi koncetinami (Obr. 10). Ztidka
byla klistata nalézana i v okoli zadnich koncetin a pfichycena na usnim tympanu.

Obr. 10: Vlevo, Lacerta viridis s velkym mnozstvim pfisatych klistat. Vpravo, detailni zabér
na nasata klist'ata Ixodes ricinus. Autor: Lucie Musilova

Zbarveni, pohlavnimu vybéru a parazitaci klistaty se detailné vénovali Vaclav et al.
(2007), ktefi na dvou nepiili§ vzdalenych lokalitach v Narodnim parku Slovensky kras zjistili
negativni korelaci mezi poctem kliStat na parazitovaném samci (rozptyl poctu klistat byl
u samci 2 — 62 kust) a saturaci modrého zbarveni hrdla. Rovnéz samci, kteti méli velmi
vysokou hmotnost vztazenou k délce jejich ocasu (povétSinou regeneratu), byli parazitovani
Castéji. Naopak u samic mira parazitace korelovala se sytosti Zlutého zbarveni bficha
a parazitovany byly téméf vyhradn€ malé samice. Na stejném uzemi byla rovnéz studovana
mira nakazenosti spirochetami rodu Borrelia, a to jak u jestérek zelenych, tak na nich
nalezenych larev a nymf klist’at Ixodes ricinus (Majlathova et al. 2006). Ze 146 odchycenych
zvitat bylo odebrano celkem 469 klistat (199 larev, 270 nymf). Samci jestérek byli zamoteni
363 klistaty (131 larev a 232 nymf), coz predstavovalo 77,4 % vSech sebranych klistat.
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U jestérek L. viridis a L. agilis je intenzita zamoteni klist'aty vyssi u samci nez u samic. Coz je
pravdépodobné déano tim, Ze samci jsou vice aktivni a maji vétsi domovsky okrsek nez samice
(Majlathova et al. 2006; Foldvari et al. 2009).

Pozitivni korelace byla také zaznamenana pii studiu parazitace populaci u
Psammodromus algirus ve stiednim Spanélsku (Salvador et al. 1996), a to konkrétné mezi
krevni koncentraci testosteronu a skloniim k parazitaci klistaty. VEtsi mnozstvi klistat bylo
na stejnych samcich zjisténo i po umélém zvyseni hladin testosteronu. Podle tvrzeni vysSe
uvedenych autort jsou tedy samci s vys$si produkci testosteronu obecné nachylnéjsi k parazitaci.

Zamoteni klistaty je ovlivnéno mnoha biotickymi (napf. mnozstvi hostiteltl na lokalité,
aktivita klist'at) a abiotickymi (napf. mnozstvi vegetace, vlhkost vzduchu, teplota vzduchu)
faktory, pro jejichz vysvétleni je nutné provést dalsi srovnavaci studie. Z tohoto divodu jsme
se v praci zamérili na vySe uvedené faktory, abychom mohli pozdéji porovnat ob¢ sledované
lokality mezi sebou, ale také vzhledem k pifedchozim provedenym studiim (Majlathova et al.
2006; Foldvari et al. 2009).

3.6 Charakteristika lokalit

Odchyt probihal na lokalité Tiché udoli v okoli Unétického potoka. Znadna &ast lokality
je chranéna jakozto Pfirodni rezervace Tiché udoli — Roztocky héj. Piirodni rezervace byla
vyhlaSena roku 1951 ceskoslovenskym ministerstvem Skolstvi, véd a uméni. Nachézi se
na jiznim okraji mésta Roztoky u Prahy, v severnim sousedstvi méstskych c¢asti Sedlec
a Suchdol hlavniho mésta Prahy. Chranéné Uzemi o rozloze 111,4 ha, které je ve spravé
Krajského uradu StredoCeského kraje, tvoii zalesnéné strané Tichého udoli a Roztocky hdj
nad soutokem Unétického potoka a feky Vitavy (Havranek et al. 2011).

Udoli ma charakter soutésky. Jeho vyznamnymi sou¢astmi jsou fragmenty viesovist
a skalnich stepi s ptivodni kvétenou na skalnich vychozech, stanovisté drobné i vétsi fauny,
louky a vodni tok. Nadmotské vySka se pohybuje od 216 od 310 m.n.m. Nejnizsi bod lezi
na centralnich loukach kolem vodniho toku, nejvyssi body pak na skalach v jihozapadni ¢asti
uzemi (Némec & Slavik 2016).

V pfirodni rezervaci se na ¢asti plochy dochoval pfirozeny les a v ném se vyskytuji
vyznamné druhy fauny bezobratlych. Zije tu i pocetna pta¢i populace (asi 80 druhii ptactva,
napft. zluna zelen4, zluna Sed4, krutihlav obecny a dalsi) (Havranek et al. 2011).

Chranéné uzemi lze rozdélit na nékolik hlavnich biotopt s odlisSnymi spolecenstvy
bezobratlych zivocichl. Xerotermni strané, stepni travniky, stepi a skalni vychozy, viesoviste,
listnaté lesy, nivu potoka s mokiady, mocaly a loukami. Z plzii zde Zije vlahovka rezava
(Pseudotrichia rubiginosa) a dvojzubka luzni (Perforatella bidentata). Na xerotermnich
stanovistich skalnich vychozl Ziji reliktni a vzacné druhy hmyzu jako je stfevli¢ek rakosni
(Odacantha melanura) nebo cesky endemit valeek cesky (Cylindromorphus bohemicus)
z celedi krascovitych, dale zlaténka modra (Stilbum cyanurum), zlaténka ohniva (Chrysis
ignita), stepnik rudy (Eresus kollari Rossii). Na mifikovitych rostlinach v teplomilnych
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travnicich ziji housenky chranéného motyla otakarka fenyklového (Papilio machaon). Mezi
Cast&jsi druhy patii babocka koptivova (Aglais urticae) a babocka admiral (Vanessa atalanta),
objevujici se jak na xerotermnich stranich, tak i v listnatych lesich (Lozek & Kubikova 2005;
Havranek et al. 2011).

Uzemi je druhové pestré. V rakosinach hnizdi fada vodnich druht ptak®, napiiklad
rakosnik obecny (Acrocephalus scirpaceus) a rakosnik zpévny (Acrocephalus palustris).
V mocalech nalezneme chiéastala vodniho (Rallus aquaticus), slipku zelenonohou (Gallinula
chloropus) a strnada rakosniho (Emberiza schoeniclus). Z plazi zde mimo jestérky zelené zije
jestérka obecna (Lacerta agilis), slepys kiehky (Anguis fragilis) a ve vlh¢ich mokiadech uzovka
obojkova (Natrix natrix), a také ropucha obecna (Bufo bufo). Jednim z nejvyznamnéjsich druht
je zde mlok skvrnity (Salamandra salamandra), ktery je podobné jako jeStérka zelena silné
ohrozeny. Unéticky potok je pstruhovy revir, kam je vysazovan pstruh potoéni (Salmo trutta)
a pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss). Ze savci na vlhkych mistech Zije rejsec vodni
(Neomys fodiens) a nas nejmensi hlodavec, myska drobna (Micromys minutus). V okoli Roztok
je hojnym druhem srnec obecny (Capreolus capreolus). Méné Castéji pak prase divoké
(Sus scrofa) (Lozek & Kubikova 2005; Havranek et al. 2011).

Uzemi ptirodni rezervace je vyuzivano k pastvé hospodaiskych zvifat, hlavné koz
a ovci. Diky pestrému geologickému slozeni podkladu se zde provadéla tézba. Dnes jsou svahy
udoli naruseny fadou lomu. Jizni strané Tichého udoli slouzily od konce 19. stoleti jako sady
a vinice. Cilem ochrany je zde udrZzovani a obnoveni biotopu viesovist (koniklec luéni),
skalnich stepi (jesStérka zelend) a listnatych lesti nutnych pro druhové bohata spoleCenstva.
Pro udrzeni strukturn€ bohatych prosvétlenych porostii je nutné extenzivni hospodateni (Lozek
& Kubikova 2005; Havranek et al. 2011).
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4  Metodika
4.1 Lokality
V ramci Tichého udoli byly sledovany dvé lokality (Obr. 11). Lokality v Tichém udoli

predstavuji misto, kde se potkava velka skala hostitell (potencialnich rezervoari) a zdroven se
nachdzi v ptiméstské zoné, kam chodi lidé odpocivat ¢i vencit psy.

Yy

Obr. 11: Satelitni snimek lokalit, které byly pfedmétem sbéru dat. Lokalita vlevo tzv. Holy
vrch ozn. ,,Skaly“, lokalita vpravo ozn. ,,U lomu*. Pfevzato z archivu www.mapy.cz.

4.1.1 Lokalita , Skaly“

Prvni lokalita dostala pracovni nazev ,,Skaly* (GPS: 50.148325, 14.367397). Zahrnuje
oblast turistické vyhlidky Holy vrch, kamenity svah véetné péSin na kopec. Vrchni ¢ast lokality
tvoii vyhlidka Holy vrch. Béhem letnich mésict byla velmi nav§tévovana turisty. I ptesto bylo

mozné v odpolednich hodinach nalézt slunici se samce jeStérek zelenych na kamenech u cesty
na hiebenu kopce (Obr. 12).

Vétsinou byly jestérky pozorovany ve svahu pod vyhlidkou nebo slunici se na pésiné
na zapadnim svahu. Cela lokalita ma velmi naro¢ny kamenity terén s nékolika bfizami a duby.
Ukryty jestérek zde nejéastdji predstavovaly diry pii bazi kmene stromil, pafezil &i §térbiny
ve skaléach.
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Obr. 12: Fotografie vlevo z lokality ,,Skaly* ukazujici skalnaty svah porostly viesem.
Fotografie vpravo pohled z vyhlidky Holy vrch. Autor: Lucie Musilova

4.1.2 Lokalita ,,U lomu*

Druha lokalita ma pracovni nazev ,,U lomu*“ (GPS: 50.1476172N, 14.3745589E).
Zacina u velkého lomu v udoli, pfes viesovisteé k dubovému lesu v horni ¢asti svahu. Zapadni
svah je vice kamenity, na kraji lesa s drobnou skalkou. Na skalce byly béhem léta pozorovany
uzovky hladké. Lokalita je velmi oteviend s pouze par stromy, ale s velkym mnozstvim nizkych
ket (Obr. 13). Téchto ketu jestérky zelené vyuzivaji predev$im ke slunéni. Diky svému
zelenému zabarveni splyvaji s listy kefa.

Obr. 13: Pohled na ¢ast sledované lokality ,,U lomu®. Autor: Lucie Musilova
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Tato lokalita byva n€kolikrat ro¢né€ vyuzivana k pastvé koz a ovci (vZdy po dobu zhruba
2 - 3 tydnt1). Ovce spasaji travni porosty a kozy okusuji predevsim listy dfevin. Spasani porosti
predstavuje tradi¢ni a zaroven k prirod¢ Setrny a efektivni zpisob obhospodatovani pozemkl,
zejména v tézko pfistupném terénu. Nicméné béhem pastvy se jesStérky stahly do hustého
porostu pii cesté v udoli. S absenci vegetace nebylo mozné jedince na lokalité pozorovat.
S mizejicimi listy jsou kefe vice oteviené a zbyvaji témét holé vétvicky, které pro jestérky
nepfedstavuji dostatecné bezpecny ukryt.

Viesovisté nabizi pofetné mnozstvi riznych ukrytd, narozdil od prvni lokality, ktera
nemtiize nabidnout tolik vegetace. JeStérky zprvni lokality byly také méné plaché,
pravdépodobné je to zplisobené tim, Ze jsou na lidi vice zvyklé, vzhledem k ptilehlé turistické
stezce na vyhlidku ,,Holy vrch®.

4.2 Sbér dat

4.2.1 Odchyt jeStérek

Odchyt jestérek probihal ruéné nebo pomoci smycky Vv souladu s metodikou diive
publikovanych praci (Majlathova et al. 2006; Taragel’ova et al. 2016) od dubna do zafi roku
2020. Smycka, vytvoiena ze silonového vlasce, byla pfipevnéna na konci dievéné tyce,
povésena pied jestérku a utazena, jakmile jeStérka vkrocila do oka. Odchyt pomoci smycky se
osveédcil hlavné na lokalité ,,U lomu*, kde se jestérky sluni na vrcholcich nizkych ketd, tedy
neni mozné rukou sahnout mezi vétve bez vyplaseni jestérky. Ruc¢ni odchyt byl vice vhodny
na lokalité ,,Skaly*, kde je mén¢ vegetace a jeStérky odpocivaji na velkych kamenech.

Odchycené exemplaie byly umistény do prodysného latkového vaku na dobu nezbytné
nutnou K ptipravé nacini k odbéru tkané a klistat. Prestoze se hlavné béhem jara jestérky
(zejména samci) snazily branit (kousdnim) nebo ze sevieni uvolnit prudkymi mrskavymi
pohyby téla i ocasu, k autotomii ocasu nedoslo ani u jednoho z 52 odchycenych jedinci.
Odchycena zvifata byla dle véku a pohlavi rozdélena do tii skupin, (1) juvenilové, (2) samci
(subadultni, adultni), (3) samice (subadultni, adultni).

Dale byla sledovana ptitomnost klistat Ixodes ricinus. Klistata byla Setrn¢ odstranéna
pinzetou a uloZzena ve 2 ml zkumavkach Eppendorf do 70% ethanolu a popsana pfislusnym
kodem. Pozdéji byla v laboratofi rozdélena do dvou skupin: (1) larvy, (2) nymfy (Ptiloha 1).

Vzorek tkané pro potvrzeni piitomnosti B. lusitaniae byl odebiran z konce ocasu jestérek
sterilnimi ntizkami a vloZen do samostatnych zkumavek Eppendorf se 70% ethanolem a popsan
pfislusnym kédem.

Do zdznamovych archt byly zanaSeny nasledujici idaje: Datum a ¢as odchytu (hodina,
minuta), lokalita, pohlavi (JUV - mladé, M - samec, F - samice), poznamka k celkovému stavu
jedince (zranéni, ztrata ocasu) ¢i charakteristicky znak. Na zavér byly potizeny fotografické
snimky (Sony Alpha 6000, Sony Corporation) jestérek pro budouci zpétnou identifikaci
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jedinct. Poté byly jestérky vypustény zpét na lokalité, kde byly odchyceny. Doba zachyceni
nikdy neptekrocila 15 minut.

4.2.2 Vyjimka ze zidkona

Vzhledem k tomu, Ze je druh Lacerta viridis chranén zakonem ¢. 114/1992 Sb., o ochrané
pfirody a krajiny, ktery zahrnuje jakoukoli manipulaci s ohrozenymi druhy bez piedchoziho
udéleni vyjimky, bylo nutné o tuto vyjimku zazadat. JeStérka zelena je druh zatazeny
dle &. 11T vyhlasky MZP ¢&. 395/1992 Sb. do kategorie kritiky ohroZeny a zaroveti je druh Lacerta
viridis dale chranén dle pfilohy IV. (druhy zivocicht a rostlin v zajmu spolecenstvi, které
vyzaduji ptisnou ochranu) Smérnice Rady ¢. 92/43/EHS z 21. kvétna 1992 o ochrané ptirodnich
stanovist’, voln¢ zijicich zivocichl a plané€ rostoucich rostlin.

Pozadovanou vyjimku je mozné povolit pouze v ptipadé, kdy jiny vefejny zajem
pfevazuje nad z4jmy ochrany piirody nebo je v z4jmu ochrany ptirody. Déle jelikoz jeStérka
zelend patii mezi druhy, které jsou pfedmétem ochrany podle prava Evropskych spolecenstvi,
1ze vyjimku navic povolit pouze v ptipad¢ neexistence jiného uspokojivého feseni.

Vyjimka byla udélena Odborem Zzivotniho prostfedi a zeméd¢€lstvi z Krajského uradu
Stiedo¢eského kraje s platnosti od 7. 4. 2020 do 31. 12. 2021 pro oblasti Tiché Udoli
v Unéticich u Prahy. Konkrétng bylo povoleno rusit, chytat druh L. viridis za tgelem
monitoringu patogent rodu Borrelia.

4.2.3 Sbér klistat

Na obou sledovanych lokalitach byl také proveden sbér klistat z vegetace. Prvni termin
sbéru klistat byl proveden ve dnech 27. — 30. 4. 2020. Tento termin sbéru byl vybran diky
pfiznivym podminkdm pro klistata. Sbér klistat z lokalit probihal metodou ,,vlajkovani®.
S pomoci bilé latky 80 x 100 cm a dfevéné tyce byla vytvorena ,,vlajka® a nasledné taZzena
nad vegetaci. Klistata z ket a travy se prichytila na latce. Klistata byla z vlajky sbirana
entomologickou pinzetou, roztiidéna na larvy, nymfy, samce a samice (Obr. 14). Z kazdé
lokality bylo sebrano minimalné 50 klist'at, ktera byla pfimo na lokalité usmrcena a uloZena
ve zkumavkach typu Falcon (25 ml) s 70% ethanolem.
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Obr. 14: Navlajkovana klistata — nymfy, samci, samice Ixodes ricinus.
Autor: Lucie Musilova

4.3 Analyza vzorki

4.3.1 Uchovani vzorku

Klistata a vzorky ocasnich tkani jestérek byly ulozené v 2 ml zkumavkach Eppendorf
v 70% ethanolu a skladovany pfi teploté -25 °C v chladicim boxu.

4.3.2 lzolace DNA

Genomicka a plasmidovd DNA ze vzorkil klistat a ocasni tkan¢ jeStérek byla
extrahovana pomoci komer¢ni soupravy QIAamp DNA minikit (Qiagen) v souladu s pokyny
vyrobce. 1zolace probihala manudlné za pouziti kolonek podle protokolu vyrobce s postupem
nize.

(1) Vzorek (ocasni tkan ¢i klist¢) byl umistén do sterilni mikrozkumavky (obsahujici
nerezové homogenizaéni kulicky) s400 ul sterilni vody. Uzaviena zkumavka byla
vloZzena do homogenizéru (MagNa Lyser) na 90 sekund pii rychlosti 5000 rpm.
Vzorek se mechanicky rozbil. Tekuty obsah byl ptepipetovan do 2 ml zkumavek
Eppendorf.

(2) V dalsim kroku bylo pifidano do kazdé zkumavky 180 pl ATL pufru a 20 pl
proteinazy. Zkumavky byly kratce zvortexované, aby doSlo k dokonalému
promichani. Fragmenty tkan¢ byly inkubovany pii 56 °C v lyza¢nim pufru po dobu
30 - 60 minut (podle velikosti templatu), dokud nebyla tkan zcela zlyzovana.

(3) Po inkubaci byly zkumavky umistény kratce do centrifugy, aby kapicky z vicka stekly
a nedoslo pii otevieni zkumavek ke kontaminaci vzorkti mezi sebou. Dale bylo
ptidano 200 pul ethanolu (96 - 100%), kratce zvortexovano a inkubovano pii 70°C
po dobu 10 minut.

(4) Opét po inkubaci centrifugovano a nasledné byl obsah zkumavek (v mnozstvi 600 pul)
ptrepipetovan do zkumavek s kolonkou. Centrifugovano 6000 g x (8000 rpm) po dobu
1 minuty. Sbérna zkumavka s tekutym obsahem byla vyhozena a nahrazena novou.
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(5) Na membranu kolonky bylo v dalsim kroku napipetovano 500 ul promivaciho AW1
pufru. Opét zcentrifugovano 6000 g x (8000 rpm) po 1 minutu a sbérnd zkumavka
nahrazena novou.

(6) Druhé promyvani pomoci 500 ul AW2 pufru na pipetovaného na membranu kolonky.
Centrifugovano pii plné rychlosti 20000 % g (14000 rpm) po dobu 3 minut. Sbérna
zkumavka byla opét nahrazena novou.

(7) Na stied membrany v kolonce bylo v poslednim kroku napipetovano 100 ul AE pufru,
inkubovano 1 minutu pii pokojové teploté a nasledné centrifugovano 6000 x g (8000
rpm) na 1 minutu. Po centrifugaci bylo na membranu napipetovano znovu 100 pl AE
pufru a znovu centrifugovano 6000 x g (8000 rpm) po dobu 1 minuty.

(8) Vysledny filtrat (v mnozstvi 200 ul) byl piepipetovan do zkumavek Eppendorf
(aligoty 100 pl) a ptislusné oznacen Cislem a typem vzorku a datem izolace. Nasledné
umisténa do mraziciho boxu (-25 °C).

433 PCR

Pro detekci borrelii byl amplifikovan ~ 222-255 bp dlouhy usek rrfA-rrfB intergenového
mezerniku B. burgdorferi s.1..

Na jednu reakci bylo pouzito 12,5 ul HotStart Taq (Qiagen), 5 ul sterilni vody, 1,25 ul
primeru IGSa (10uM) a 1,25 ul primeru IGSb (10uM). Pouzité primery (Generi Biotech) jsou
21- mery:

IGSa: 5" CGA CCT TCT TCG CCT TAA AGC 3’

IGSb: 5" AGC TCT TAT TCG CTG ATG GTA 3’

Pfipravena reakce o celkovém objemu 20 ul byla dikladné promichana a pfepipetovana
v PCR boxu do ptipravenych PCR zkumavek (stripi, o objemu 0,25 ml), do kterych bylo
piidano 5 ul testované DNA. Mimo testovanych vzorkd byla vytvotfena pozitivni a negativni
kontrola. Negativni kontrola se sklada z pfipravené reakce vyse (o objemu 20 pl) a 5 ul sterilni
vody. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA kultivatu B.lusitanie ze sbirky kultur NRL pro
lymeskou borreliézu. Piipravené zkumavky byly popsany a vlozeny do termocykleru (Bio-Rad
PTC-200).

V termocykleru byla zvolena forma ,,touch down* PCR (TD-PCR), aby se zamezilo
amplifikaci nespecifickych sekvenci. Pti TD-PCR je pocate¢ni annelacni teplota vyssi
nez optimalni teplota tani primerti (Tm) a postupné se V nasledujicich cyklech snizuje, dokud
neni dosazeno Tm. Prib&h amplifikace, piehled navoleného programu viz Tab. 1.
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Tab. 1: Prib¢h vyuzivaného ,,touch down* PCR.

PRG: RRFAB

95°C.............15min

94°C............ 60s 94°C............ 60s 94°C............. 60s
61°C.............25s 5% (10,2°C/cyklus) |60°C.............25s |5x(10,4*Clcyklus) [58°C.............30s |40x
72°C. ... 60s 72°C. ... 60s 72°C 60s
72°C.......... 10min

A4°C. forever

4.3.4 Elektroforéza

Produkty PCR byly podrobeny elektroforéze na agar6zovém gelu. Pro ptipravu malého
gelu (28 jamek) bylo pouzito 10 ml 10X TAE pufru, 90 ml destilované vody, 1,2 g agarozy
(CondaLab Pronadisa) a 10 ul GelRed (Biotium). Majlathova a kol. (2006) pouzili k obarveni
ethidiumbromid (EB), v této praci byl EB nahrazen barvivem GelRed. GelRed (Nucleic Acid
Stain 0,5 ml) je ultra citlivé, extrémné stabilni a ekologicky bezpeéné fluorescencni barvivo
vyuzivané misto vysoce toxického EB pro barveni dsDNA, ssDNA nebo RNA v agarézovych
nebo polyakrylamidovych gelech. GelRed je mnohem citlivéjsi nez EB a maji prakticky stejna
spektra, tudiz mize byt EB nahrazen GelRed.

Obr. 15: Ptiprava agardzového gelu v horizontalni vané. Vpravo gel po elektroforéze.
Autor: Lucie Musilova

Ptipravend smés pro gel byla nalita do horizontdlni vany s pfipravenymi hiebinky
na jamKy a ponechana 20 minut tuhnout (Obr. 15). Ztuhnuty gel byl zalit 1X TAE pufrem,
hiebinky byly vyjmuty. Do jamek byla pipetovana smés, skladajici se z 1,5 ul Blue/Orange
Loading Dye 6X (Promega) a 5 ul amplifikované DNA. Barvivo ,,loading dye* se pouziva pro
zavedeni vzorki DNA do jamek pro gelovou elektroforézu a sledovani migrace béhem
elektroforézy. Do prvnich jamek v obou fadcich bylo napipetovano 3 ul 1kb DNA Ladder
(Promega). Do posledni jamek vzdy pipetovani pozitivni kontrola, do pfedposledni jamky
negativni kontrola.

30



Elektroforéza byla spusténa na konstantni napéti 100 V (pii malém gelu, 28 reakci)
po dobu 45 minut. Po skonceni elektroforézy byl gel vyjmut z vany a opatrné premistén
na plochu UV transluminatoru (Vilber, BIO-PRINT CX4 Edge).

Ladder

Obr. 16: Ukazka gelu z transluminatoru. Gel s dvéma hiebinky po 14 jamkach.
V prvni jamce napipetovan 1kb DNA Ladder. V jamkéch 2 az 12 jednotlivé templaty.
V predposledni jamce negativni kontrola, v posledni jamce pozitivni kontrola.
Pozitivni bandy (prouzky) mezitim jsou templaty.

V pocitatovém programu Vilber byl gel nasledné vyhodnocen podle pfitomnosti bandt
(prouzki) (Obr. 16). Negativni vzorky byly z dalsi analyzy vylouceny. Slabé bandy byly znovu
podrobeny opétovné PCR amplifikaci. Reamplifikace méné vyraznych prouzka prokézala
pritomnost borreliové DNA. Pozitivni vzorky byly dale analyzovany pomoci sekvenace
amplifikovaného tseku 5S (rrfA) - 23S (rrIB) rDNA intergenetického mezerniku. Pozitivni
amplifikované vzorky byly tedy dale skladovany pfi teploté -25 °C.

4.3.5 Purifikace produkti po amplifikaci

Cisténi produktii po PCR probihalo v Clean Air boxu za pouziti kitu High Pure PCR
Produkt Purification Kit (vyrobce Roche).

(1) Pozitivni produkty z amplifikace (o objemu 20 pl) byly po rozmrazeni kratce
zcentrifugovany. Pfiddno 80 pl sterilni vody a cely obsah pfepipetovan do 2 ml
zkumavek Eppendorf. Pfidano bylo jeste 500 ul ,,Binding Buffer*, kratce zvortexovano
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a prepipetovano na zkumavku s kolonkou a nasledné centrifugovano pii plné rychlosti
(13000 rpm) po dobu 1 minuty.

(2) Sbérna zkumavka byla véetné obsahu vyhozena a nahrazena novou. Na kolonku bylo
napipetovano 500 ul ,,Washing Buffer a zcentrifugovano pii 13000 rpm po dobu
1 minuty.

(3) Pro druhé promyvani byla znovu vyménéna sbérna zkumavka a napipetovano 200 pl
,Washing Buffer na membranu kolonky. Po zcentrifugovani pti 13000 rpm po dobu
1 minuty byla sbérnd zkumavka s filtrastem vyhozena, opét nahrazena novou
a zkumavka s kolonkou byla umisténa do centrifugy na 1 minutu pfi plné rychlosti
(13000 rpm) naprazdno. Poté zlstaly kolonky 5 minut oteviené.

(4) Po vymeéné sbérnych zkumavek bylo napipetovano do kolonky 20 ul sterilni vody
a nasledn€ 5 minut inkubovano pfi pokojové teploté. Na zavér centrifugovano pfi plné
rychlosti (13000 rpm) 1 minutu. Vysledny filtrat byl piepipetovan do zkumavek
Eppendorf a ptislusné oznacen ¢islem a typem vzorku.

4.3.6 Meéreni koncentrace DNA

Dalsim krokem je orientacni spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA. Méfeni
koncentrace DNA probihalo na spektrofotometru NanoDrop 1000 s vizualizaci v poc¢itacovém
programu ND-1000. Tento piistroj méfi vzorek v mikrolitrovych objemech (Obr. 17).

Pfi spusténi byl spektrofotometr NanoDrop ND-1000 pfipojen k pocitaci, optické
plochy byly o€istény vlhkym ubrouskem a nésledné na né bylo pipetovano 4 ul vody. Program
ND-1000 byl spustén a pfistroj inicializovan. Ve vybéru metod byla zvolena varianta méteni
»Nucleic Acid“. Poté byla na optické ¢asti opét aplikovana voda a méfena jako slepy vzorek

(13
(,,blank*).
-~ xenon flash lamp TR

-
optical fiber~ )
L

CCD detector

Obr. 17: Napipetovani vzorku a méfeni na spektrofotometru NanoDrop.
Prevzato z (Gallagher & Desjardins 2006).

Nasledné byly méfeny jednotlivé vzorky. K méfeni na spektrofotometru NanoDrop bylo
vzdy pouzito 1,5 pl vzorku. Zmeétené vzorky byly otirany ubrouskem. Data byla na konci
meéfeni zapsana do protokolu.
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4.3.7 Priprava vzorki na sekvenaci

Po zméieni koncentraci jednotlivych templati doslo k fedéni vzorkd S vysokymi
koncentracemi. Testovand DNA byla rozpipetovana do dvou zkumavek (stripy 0,25 ml)
po objemu 1 pl vzorku. Do jedné zkumavky bylo pfidano 2 ul sterilni vody a 5 ul primeru IGSa.
Do druhé zkumavky s 1 pl DNA bylo pfidano 2 sterilni pl vody a 5 primeru pl 1GSh.

Zkumavky byly popsany poradovym cislem a pismennym kdédem. K piipravenym
vzorklim byl sestaven privodni protokol a vSe bylo odeslano na Ptirodovédeckou fakultu
University Karlovy v Praze, kde v laboratofi Biocev OMICS Genomika byly vzorky
sekvenovany. Sekvence prob¢hla na piistroji ABI 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA).

4.3.8 Vyhodnoceni

Ziskané sekvence byly nejprve prohlédnuty v programu Chromas (Obr. 18) a poté
exportovany ve formatu Fasta.

= EVR-13_6R_DO7 - Chromas
File Edit Options Help

| z E
Open Expnrt Print | Mext  Find | Reverse Enhance Samplel MR IR

llllllllllllll lllllll ll-ll ll llllllllIIIIlllllllllllllllllllllllllllll (L] llllll l llllllllllllllllllll l-llllll
TARAARATARARTAGATATIG ATATATATTIATTCIATGTITG CARATTGGCRAAAGTAGRGAT ARTAR GTCTIZTG

MWMWMWM\M ﬂlall il

Obr. 18: Ukazka sekvence B. lusitaniae v programu Chromas.

TGCCCTAATTTCGACTACGACGACGGGTGTTTTGCAGGGTTTTTTTTTTTACTTCAAATC
TTGAATTTATTTTTTATGTTTTTTAAATGTTCATTTTTTTGAATGTTTGATTTAAAAAAA
TATAAAAAATAAAATAGATATTGACATGGATTAAACAAAGATATATATTATTCTATGTTG
CATAAACAAATTGGCAAAGTAGAGATGGAAGATAAAAATATGGTCAAAGTAATAAGAGTC
TATGGTGAATGCCTAGGAGCTTTAAGGCGAAGAAGGTCGA

Obr. 19: Pfipravena sekvence B. lusitaniae pro zaslani do databaze BLAST pro vyhodnoceni.

Vysledky sekvenace (Fasta format) byly odeslany do databdze BLAST za tcelem
identifikace podobnosti se znamymi sekvencemi (Obr. 19). Zkratka BLAST znamena ,,Basic
Local Alignment Search Tool*, tedy nastroj pouzivany v bioinformatice za u¢elem srovnavani
primarnich sekvenc¢nich informaci, napf. nukleotidi DNA z riznych sekvenci nebo
sekvenci aminokyselin z riznych proteint.

Detekované druhy borrelii z jestérek a sajicich klistat byly zaneseny do zaznamového
archu (Ptiloha 2).
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5 Vysledky
5.1 Odchyt jestérek

Celkem bylo odchyceno 52 jestérek Lacerta viridis (19 juvenilnich jedinct, 17 samic,
16 samcti), z prvni lokality ,,Skaly* celkem 23 jestérek (9 juvenilni jedincti, 6 samic, 8 samcii),
Z druhé lokality ,,U Lomu* celkem 29 jedinct (10 juvenilnich jestérek, 11 samic, 8 samcii)
(Tab. 2).

Tab. 2: Prehled odchycenych jestérek a odebranych nasatych klist'at.

VéEkové kategorie / poCty | mlad’ata | samice | samci | celkem

Jestérky z lokality A 9 6 8 23

Jestérky z lokality B 10 11 8 29
Soucet lokalit 19 17 16 52

Nejcastéji byly jestérky odchytavané pii slunéni - ve vétvich kett ¢i na kamenech (Obr,
20). Jesterky ze sledovanych lokalit se pii vybéru mista ke slunéni vyhybaly velkym otevienym
plocham bez vegetace, piestoze podminky ke slunéni na takovychto mistech byly zdanliveé
velmi dobré. Jako no¢ni Ukryty preferovaly jeStérky rizné Stérbiny pod kameny, opusténé nory
hlodavcii. Zarovei se tyto ukryty vétSinou nachazely ve vrchni ¢asti svahu na pomezi dubového
lesa. Projevy teritorialniho chovani byly v prubéhu vyzkumu zpozorovany pouze u adultnich
samci béhem jara (duben, kvéten).

Obr. 20: Snimek samec jestérky zelené na okraji svého tkrytu. Autor: Lucie Musilova
5.2 Prisata klist'ata
Dale byla sledovana pfitomnost klistat Ixodes ricinus na jeStérkach. Nejcastéji byla

klist'ata pfisata v oblasti krku a kolem piednich koncetin jeStérek (Obr. 21), vyjimeéné na hlave,
napiiklad na okraji tlamy nebo ptichycena na uSnim tympanu.

34



Obr. 21: Detailni snimek levého boku jestérky L. viridis s pfisatymi klistaty. Vlevo
nymfa, vpravo larva klistéte Ixodes ricinus. Autor: Lucie Musilova

5.2.1 Lokalita,,Skaly*

Na prvni lokalité bylo odchyceno 23 jedinci L. viridis (9 juvenilnich jestérek, 6 samic,
8 samcur) (Tab. 3). Nejvetsi pocet odebranych klistat z jedné jestérky (dospéla samice) byl 40.
U juvenilnich jedincti byl nejvyssi pocet 27 klistat na mladé jestérce, a od samci bylo odebrano
nejvice 6 klistat.

Tab. 3: Piehled odchycenych jestérek a odebranych nasatych klist'at na prvni lokalité.

Lokalita A Mlad’ata | Samice | Samci | Celkem
Odchycené jesterky 9 6 8 23
Odebrana sajici klist'ata 37 71 13 121
Max. pocet klist'at na jeStérce 27 40 6 -

Z 23 jestérek bylo odebrano celkem 121 klistat. V priméru 5,3 klistat na jeStérku
(Tab. 4, Graf 2). Nejvice klistat bylo odebrano ze samic (v praméru 11,8 sajicich klistat
na jeStérce), nejméné ze samcu (1,6 klistat na jestérku).

Tab. 4: Pocet klistat na jestérku vyjadieny pomoci aritmetického priméru a medianu.

Vsechny kategorie | Mlad’ata | Samice | Samci
Primér (X) 5,26 411 | 11,83 | 1,63
Median (%) 2 1 7 0
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Graf 2: Krabicovy graf vlevo znazoriuje pocty sajicich klistat na jestérkach v lokalité
A, kde ,,.X* znaci aritmeticky primér hodnot, podélna ¢ara v krabici zna¢ni median a krabice
25-75 % hodnot. Druhy krabicovy graf porovnava pocty prisatych klistat mezi jednotlivymi
kategoriemi jestérek (mlad’ata, samice, samci).
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Na lokalité ,,Skaly* nebyly borrelie zjistény u zadného vzorku z ocasni tkan¢ jestérek.
U 4 jedinct L. viridis (3 samice, 1 samec), s negativnim vzorkem z ocasni tkang, byla prokazana

B. lusitaniae u sajicich larev, a proto tyto jestérky budou brany jako pozitivni (vice v kapitole
6.4).

U 16 klistat z celkového pocétu 121 sajicich klistat byly detekovany borrelie (Tab. 5).
V 15 Kklistatech (tj. 93,8 % ze vSech pozitivnich klistat) byla zjisténa Borrelia lusitaniae
(9 larev a 6 nymf). V jednom klistéti (nymfa) byla zjisténa Borrelia afzelii (6,2 %).

Tab. 5: Variabilita B. burgdorferi s.1. v klistatech odebranych z jestérek.

Pocet Pocet . . .
, ., Borrelia Borrelia Borrelia
odebranych pozitivnich lusitaniae afzelii burgorferi s.s
Klistat Klistat (%) g S
Larvy 97 9(9,3) 9 (100) 0 0
Nymfy 24 7 (29,2) 6 (85,7) 1(14,3) 0
Celkem 121 16 (13,2) 15 (93,8) 1(6,2) 0

5.2.2 Lokalita ,,U lomu*

Na druhé¢ lokalité bylo odchyceno 29 jestérek L. viridis (10 juvenilnich jedinct, 11 samic,
8 samcu) (Tab. 6).
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Tab. 6: Piehled odchycenych jestérek a odebranych nasatych klist'at na druhé lokalité.

Lokalita B Mladata | Samice | Samci | Celkem
Odchycené jestérky 10 11 8 29
Odebrana sajici klistata 54 156 157 367
Max. pocet klist’at na jestérce 40 67 58 X

Nejvétsi pocet odebranych klistat z jestérky (dospéla samice) byl 67. Déle u samcii
nejvyssi pocet sajicich klistat 58 na jedné jeStérce. A u juvenilnich jestérek nejvyssi pocet
40 klistat na jedné jestérce (Obr. 22).

Obr. 22: Snimek ukazujici velké mnozstvi pfisatych larev klist'at na mladéti jestérky zelené.
Celkem méla tato juvenilni jestérka 40 klistat. Autor: Lucie Musilova

Z 29 jestérek bylo odebrano celkem 367 klistat. V priméru 12,7 klistat na jeStérku
(Tab. 7, Graf 3). Nejvice sajicich klistat bylo odebrano ze samci jeStérek, v pruméru
19,6 klist’at na jeStérce samciho pohlavi. Nejméné klistat bylo odebrano u juvenilnich jedinct
L. viridis, a to v priméru 5,4 klistat na jestérku.

Tab. 7: Pocet klist'at na jeStérku vyjadieny pomoci aritmetického priméru a medianu.

Vsechny kategorie | Mlad’ata | Samice | Samci
Pramér (X) 12,66 54 14,18 | 18,0
Median (X) 7 0 7 16
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Graf 3: Krabicovy graf vlevo znazoriuje pocCty sajicich klistat na jestérkach v lokalité
B. Druhy krabicovy graf porovnava pocty piisatych klistat mezi jednotlivymi kategoriemi
jestérek (mlad’ata, samice, samci).
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jeStérka a 2 samice) (Tab. 8). Zaroven u 5 jesStérek v této lokalité (s negativnim vzorkem
z ocasni tkang€) byly prokazany pozitivni larvy klistat na Borrelia lusitaniae (1 juvenilni
jestérka, 3 samice a 1 samctt). Celkem z této lokality 8 pozitivnich jestérek (5 samic, 2 juvenilni
jedinci a 1 samec).

Tab. 8: Pfimo a neptimo pozitivni jestérky.

Mlad’ata | Samice | Samci | Celkem
Piimo pozitivni jestérky 1 2 0 3
Nepiimo pozitivni jestérky 1 3 1 5
Celkem pozitivnich jeStérek 2 5 1 8

Borrelie byly zjistény u 50 klistat z celkového pocétu 367 sajicich klistat (Tab. 9).
V 36 klistatech (tj. 72 % ze vsSech pozitivnich klistat) byla zjisténa Borrelia lusitaniae
(25 pozitivnich larev a 11 nymf). Druhou detekovanou borrelii je zde Borrelia afzelii
(zastoupena v 22 %), ktera je ptfitomna pouze v sajicich nymfach I. ricinus. A u 3 larev byla
zjisténa také Borrelia burgdorferii s.s. (tj. 6 % ze vSech pozitivnich klist’at).
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Tab. 9: Variabilita B. burgdorferi s.I. v klistatech odebranych z jestérek.

Pocet Pocet ] . )
, ., Borrelia Borrelia Borrelia
odebranych pozitivnich lusitaniae afzelii burgdorferi s.s
Klistat Klistat (%) g S
Larvy 277 28 (10,1) 25 (89,3) 0 3(10,7)
Nymfy 90 22 (24,4) 11 (50) 11 (50) 0
Celkem 367 50 (13,6) 36 (72) 11 (22) 3 (6)

5.2.3 Souhrn lokalit

Z celkem 52 jestérek bylo odebrano 488 klistat (374 larev, 114 nymf) (Tab. 10).
Dominujici borrelii v sajicich klistatech je B. lusitaniae (77,3 %), podstatné méné jsou
zastoupené B. afzelii (18,2 %) a B. burgdorferi s.s. (4,5 %). V larvach I. ricinus je B. lusitaniae
zastoupena nejvice (91,9 %). Druhou borrelii detekovanou v sajicich larvach je B. burgdorferi
s.s. (8,1 %), ktera vSak nebyla vibec prokazana v odebranych nymfach. V nymfach byla
detekovana pouze B. lusitaniae (58,6 %) a B. afzelii (41,4 %).

Tab. 10: Variabilita B. burgdorferi s.1. v klistatech odebranych ze v§ech odchycenych jestérek.

Pocet Pocet . . .
, ., Borrelia Borrelia Borrelia
odebranych pozitivnich lusitaniae afzelii burgdorferi s.s
Klistat Kligtat (%) g S
Larvy 374 37 (9,9) 34 (91,9) 0 3(8,1)
Nymfy 114 29 (25,4) 17 (58,6) 12 (41,4) 0
Celkem 488 66 (13,5) 51 (77,3) 12 (18,2) 3(4,5)

Ze vSech 37 borrelia-pozitivnich larev byla u 34 (91,9 %) detektovana B. lusitaniae
a u zbylych 3 larev (8,1 %) B. burgdorferi s.s.. V piipadé borrelia-pozitivnich nymf
(pfedstavujici celkem 29 klistat), byla B. lusitaniae zjisténa u 17 jedinct tohoto stadia (58,6 %)
a zbylych 12 pozitivnich nymf (41,4 %) ptenaselo B. afzelii.

Na samicich jeStérek bylo pfisatych celkem 227 klistat (46,5 %) ze vSech 488
odebranych klistat. Ze samct bylo odebrano 170 klistat (pfedstavujici 34,8 % ze vSech
odebranych) a u juvenilnich jestérek bylo odebrano 91 klistat (18,6 %).

U vsech kategorii jestérek bylo odebrano vice larev nez nymf (Graf 4). Juvenilni jestérky
mely nejméné prisatych nymf a tudiz nejveétsi podil sajicich larev ze vSech odebranych klist'at

7ot wiw

podil larev ze vSech ptisatych klistat nijak vyznamné nelisi (samice 73,6 %, samci 71,8 %).
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Graf 4: Prehled sajicich larev a nymf na jestérkach.
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Z celkovych 52 odchycenych jestérek mélo 30 jedinct (57,7 %) vice neZ jedno sajici
klisté, zbylych 22 jestérek nemélo zadné prisaté klisteé. Z 30 jestérek, které mély alespon jedno
prisaté kliste, 19 (63,3 %) neslo infikovana klistata (pozitivni na borrelie). Pficemz 17 jestérek
(s alespon jednim pfisatym klistétem) mélo klist’ata pozitivni na B. lusitaniae (coz ptedstavuje
56,7 % jestérek s alespon jednim pfisatym kliStétem).

Borrelie byly detekovany celkem u 66 klistat odebranych z jeStérek. Samice jeStérek
mély 41 (62,1 %) borrelia-pozitivnich klist'at, samci 23 klistat (34,9 %) a juvenilni jeStérky
mély pouze 2 borrelia-pozitivni klist'ata (3,0 %) (Graf 5).

Primérny pocet klistat sajicich na jedné jestérce (aritmeticky primér lokalita ,,Skaly*:
5,3 klistat / jeStérku; lokalita ,,U lomu*: 12,7 klistat / jeStérku) se mezi lokalitami staticky
vyznamné 1i8i (Binomicky test: p < 0,001).

Graf 5: Graf ukazujici pocet borrelia-pozitivnich sajicich klistat vzhledem
Kk celkovému poctu klistat na jestérkach, rozdélené podle kategorii: samice, samici, mlad’ata.
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5.3 Vlajkovani

Vlajkovani probihalo béhem mésice dubna a kvétna v roce 2020. Na lokalit¢ ,,Skaly* byla
vlajkovana piilehla vegetace u skalnaté vyhlidky. Na lokalité¢ ,,U lomu* probihalo vlajkovani
piimo v misté¢ odchytu jestérek (diky ptitomnosti nizkych keiti) a kolem lesni cesty v horni ¢asti
svahu. Celkem z obou lokalit bylo navlajkovano 173 klist’at I. ricinus (135 nymf, 20 samic,
18 samct).

5.3.1 Lokalita ,,Skaly*

Na prvni lokalité bylo navlajkovano celkem 90 klistat (69 nymf, 8 samic, 13 samcii)
(Tab. 12). Borrelie byly prokazany u 21 klistat (23,3 %; 16 nymf, 5 samic). Nejvice zastoupena
je zde Borrelia afzelii (57,1 % ze vSech pozitivnich klistat), detekovana v 9 nymfach
a 3 samcich I. ricinus. U tiech klistat (pouze nymf) byla detekovana Borrelia garinii (14,3 %).
Také ve tfech piipadech (2 nymfy, 1 samice) zjisténa Borrelia lusitaniae, piedstavujici 14,3 %
ze vSech pozitivnich klistat na prvni lokalité. Dale ve dvou nymfach I. ricinus byla detekovana
Borrelia burgdorferi s.s. (9,5 %) a pouze v jednom piipadé (samice |. ricinus) Borrelia
valaisiana (4,8 %).

Tab. 12: Piehled navlajkovanych klistat véetné detekovanych borrelii z lokality A.

Celkem P.O.CGt, Borrelia | Borrelia Borrelia . | Borrelia | Borrelia
..., . | pozitivnich . .. | burgdorferi - ..
klistat s lusitaniae | afzelii garinii | valaisiana
klistat (%) S.S.
Nymfy 69 16 (23,2) | 2(12,5) | 9(56,3) 2 (12,5) 3(18,7) 0
Samice 8 0 0 0 0 0 0
Samci 13 5 (38,5) 1 (20) 3 (60) 0 0 1 (20)
Celkem 90 21 (23,3) | 3(14,3) | 12(57,1) 2(9,5) 3(14,3) 1(4,8)

5.3.2 Lokalita ,,U lomu“

Na druhé lokalité bylo navlajkovano 83 klist’at I. ricinus (66 nymf, 12 samct, 5 samic)
(Tab. 13). Celkem u 12 klistat (14,4 %) byly piitomny borrelie. Jako dominujici borrelie
na této lokalité¢ byla zjisténa Borrelia lusitaniae (z celkového poctu pozitivnich klist'at této
lokality ptedstavuje ptiblizné 66,7 %). B. lusitaniae byla detektovana u 6 nymf, u 1 samice
a u 1 samce I. ricinus. Dale byla zjisténa Borrelia burgdorferi s.s. (16,7 %) a Borrelia afzelii
(16,7 %) Borrelia garinii a Borrelia valaisiana zde nebyly detekovany.
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Tab. 13: Prehled navlajkovanych klistat véetn¢ detekovanych borrelii z lokality B.

Celkem P.O.(:et, Borrelia | Borrelia Borrelia . | Borrelia | Borrelia
s pozitivnich . .. | burgdorferi - ..
klistat s lusitaniae | afzelii garinii |valaisiana
klistat (%) S.S.
Nymfy 66 10 (15,2) 6 (60) 2 (20) 2 (20) 0 0
Samice 12 1(8,3) 1 (100) 0 0 0 0
Samci 5 1 (20) 1 (100) 0 0 0 0
Celkem 83 12 (14,5) | 8(66,7) | 2 (16,7) 2 (16,7) 0 0

5.3.3 Souhrn lokalit

Druhov¢ slozeni borrelii na lokalité¢ A a B se vyznamn¢ statisticky li§i (Fishertiv exaktni
test: p = 0,00995) (Graf 6). Na lokalité A bylo zjisténo 5 druht borrelii (B. afzelii, B. garinii,
B. burgdorferii s.s., B. lusitaniae, B. valaisiana), na lokalit¢ B pouze 3 druhy (B. afzelii,
B. burgdorferi s.s., B. lusitaniae).

Graf 6: Piehled detekovanych druhti borrelii v obou lokalitach.
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Na obou lokalitach pievazuje pozitivita u navlajkovanych nymf I. ricinus. Na prvni
lokalit¢ dominuje v navlajkovanych klistatech Borrelia afzelii, avSsak na druhé lokalité
Borrelia lusitaniae.

Pozitivita se mezi lokalitami statisticky vyznamné nelisi (Z-test: p = 0,138). AvSak podil
detekované B. lusitaniae na lokalitach (lokalita A: 3/21=0,143; lokalita B: 8/12=0,667) se
statisticky vyznamné li$i (Fishertv exaktni test: p = 0,00547).
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6 Diskuze

6.1 Pozorovani béhem odchytu

Jestérky na lokalitach v Tichém tudoli pfi slunéni jednoznaéné preferovaly malé plochy
bez vegetace, ve vzdalenosti do cca 50 cm od nejblizsiho tkrytu, které navic byvaji velmi Casto,
alespon Castecné, shora kryty vegetaci a to nejcastéji riznymi trnitymi kefi. Behem odpoledniho
odchytu byly jestérky na lokalité ,,U lomu* pozorovany pii slunéni piimo v trnitych kefich,
a ve dvou pripadech na suchém stromé zhruba do 1,5 m vysky. Ke stejnému pozorovani na této
lokalité dosli i Fischer & Rehak (2010).

6.2 VIiv borrelii a klist'at na jestérky

Samotny vyskyt borelii jestérky zdravotné neohrozuje, plazi hraji v cyklu borrelii pouze
roli rezervoarového hostitele, ktery nema pfiznaky onemocnéni. Avsak mize se u plazi vV misté
prisati klistéte objevit lokalni bakterialni infekce (Kohler 2002). Na lokalitach v Tichém udoli
bylo béhem jarnich mésici pozorovano, ze prisatd klistata zplsobuji komplikace
u jestérek béhem ekdyze (svlékani kiize). V mistech, kde byla mezi Supinami prisata klist’ata,
se stard kuze nemohla svléknout. Obtiz také mohou predstavovat i klist'ata pfisatd na méné
obvyklych mistech, napf. na usnim tympanu, v okoli o¢i a tlamy.

6.3 Mira parazitace u jestérek

Ve studii od Majlathova et al. (2006), ktera sledovala ptitomnost klist'at na jestérkach,
byli klist'aty vice zamoteni samci. Coz je pravdépodobné zpiisobené tim, ze lokalita byla chuda
na vegetaci a domovské okrsky samic od sebe byly vice vzdalené. Samci maji béhem jarnich
mesicl vysSi pohybovou aktivitu, zejména kvili konkurenénim bojim s ostatnimi samci
0 samice. Na sledovanych lokalitich v Tichém tdoli byly celkové vice klistaty zamotené
samice (pramérné 13,4 klist'at na samici jeStérky) nez samci. Ze samic L. viridis bylo odebrano
46,5 % vsech sajicich klistat, nejméné bylo odebrano z juvenilnich jestérek (18,6 %). Malé
mnozstvi sajicich klistat na mladych jestérkach muze byt dano jejich mensi pohybovou
aktivitou. V lokalit¢ ,,U lomu* bylo zpozorovano, ze se juvenilové pohybuji spiSe na okraji
dubového lesa, kde nizkd vegetace zcela chybi. Pfedchozi studie provedena na stejné lokalité

jedinct.

Nejvyssi pocet odebranych klistat z jedné jeStérky (dospé€lé samice) byl 67. To je
V porovnani s dal§imi evropskymi studiemi (Bauwens et al. 1983; Majlathova et al. 2006, 2008;
Foldvari et al. 2009) nejvyssi hodnota. Bauwens et al. (1983) odebrali nejvice 61 klistat z jedné
jestérky (Belgie, Nizozemsko), Foldvari et al. (2009) nejvice 47 klistat (Madarsko),
a Majlathova et al. (2008) odebrali nejvice 46 sajicich klist'at z jedné jestérky (Slovensko).
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Studie jeStérek (Chmelai 2013) provadéna na lokalit¢ v Tichém udoli shodné se
studovanou lokalitou ,,U lomu* a uvadi, ze na vétsiné odchycenych jedincu L. viridis (74 %)
byla nalezena klistata. Béhem odchytu v ramci této prace byla v roce 2020 na této lokalité
parazitace prokazana u 17 jeStérek z celkovych 29 jedincti (58,6 %). Zbylé jestérky (12 jedinct)
nemély zadné prisaté klisté, a to zejména proto, ze Slo o mladé, Cerstvé vylihnuté jedince
(celkem 8 mlad’at).

6.4 Prisata kliS§t’ata, pritomnost borrelii

V ramci této studie bylo zjisténo, ze mnozstvi sajicich klistat na jestérce je ovlivnéno
ptitomnosti vice riznych druht hostiteltl na lokalité, aktivitou kliStat a pfitomnosti vegetace
v misté jejich vyskytu. Pfedchozi studie z Tichého udoli (Chmelat 2013) zjistila pramérny
pocet 7,1 klistat na jeStérku. Béhem tohoto pozorovani na lokalité ,,Skaly* bylo z jestérek
odebréno 121 klistat (5,3 klist'at na jeStérku, median 2), tedy podstatné méné nez na druhé
lokalité ,,U lomu®, odebrano celkem 367 klist'at (primérné 12,7 klist'at na jestérku, median 7).
Pficemz pravé na prvni lokalité je pfitomnost vegetace velmi malad a druhd lokalita je husté
porostla nizkymi kefi.

Mad’arska studie od Foldvari et al. (2009) udava u jestérek L. agilis median 2 klist'ata
a u druhu L. viridis median 3 klistata, coz odpovida prvni sledované lokalité v Tichém tdoli.
V ptipad¢ druhé lokality ,,U lomu® je median 7 klist'at, tedy podstatné vice, coz je opét
zpisobené pritomnosti husté vegetace, ktera na druhé lokalité chybi.

Pozitivita jeStérek a klistat na B. lusitaniae je zavisla na jeji pfitomnosti v prostiedi.
Vlajkovani na lokalité ,,Skaly* odhalilo jako majoritni druh B. afzelii (57,1 %). Lokalita lezi
v blizkosti pole a béhem odchytu, zbéhem odchytu zde bylo pozorovano mnozstvi aktivnich
nor patficich hlodavciim, ktefi jsou nejcastéjSim rezervoarem této borrelie. A proto zde bylo
zjisténo mensi mnozstvi jeStérek a sajicich klistat pozitivnich na B. lusitaniae. Zatimco
na druhé lokalité ,,U lomu“ byla vlajkovanim prokazana jako majoritni B. lusitaniae (66,7 %),
bylo zaroven detekovano vice jestérek i sajicich klist'at s timto druhem borrelie.

Vyzkum, ktery studoval ptfitomnost klist'at u jestérek ve Slovenském krasu (Majlathova
et al. 2006) udava, ze 29 % odchycenych jestérek (s alespon jednim sajicim klistétem) mélo
néjaké infikované klisté (pozitivni na borrelie). V lokalité Tiché udoli byla zjiSténa ptitomnost
borrelia-pozitivnich klistat u 63,3 % jestérek, které mély alespoii jedno klisté, procento jeStérek
se v8ak li§i mezi lokalitami. Na lokalité ,,Skaly* bylo 46,2 % jestérek s alespon jednim sajicim
klistétem pozitivnim na borrelie, kdezto na druhé lokalité ,,U lomu* tvoii jeStérky s borrelia-
pozitivnimi klistaty 76,5 %. Rozdily na lokalitach v Tichém 1udoli (i v porovnani s vysledky
ze Slovenského krasu) jsou zplisobeny zejména rozdilnymi abiotickymi faktory (napf. odliSnym
mnozstvim vegetace) a mezi hlavni biotické faktory patii pfitomnost vice druhti hostitel
na sledované lokalité.
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6.5 Borrelia lusitaniae v jestérkach

V larvach klist'at odebranych z jestérek je dominujici B. lusitaniae (91,9 %); a ve tiech
ptipadech byla detektovana B. burgdorferi s.s. (8,1 %). V odebranych sajicich nymfach opét
dominuje B. lusitaniae (58,6 %). Druhou pocetné zastoupenou zjisténou borrelii je B. afzelii
(41,4 %) a to kvili ptitomnosti drobnych druhii hlodavch v obou sledovanych lokalitach.

Nejcastéjsi borrelii v jestérkach L. viridis je Borrelia lusitania. U 3 studovanych jestérek
byla Borrelia lusitaniae detekovana piimo ze vzorku ocasni tkané. Nicméné mnozstvi borrelii
je v hostitelskych obratlovcich nizké a miize se ukladat v hlubsich organech, proto nemusi byt
jejich detekce ve vzorcich vzdy mozna. Negativni vysledek vzorku ocasni tkané tedy
neprokazuje presveédCiveé, ze jesStérka neni infikovana. U dalSich 9 jeStérek byla nepiimo
prokazana pfitomnost Borrelia lusitaniae prostiednictvim nasatych larev I. ricinus pozitivnich
na tuto borrelii (i pfesto, Zze vzorek ocasni tkané¢ byl na borrelie negativni). Vzhledem
k zivotnimu cyklu klist’at I. ricinus vime, ze larvy saji poprvé. Pokud byly odebrany jako sajici
na jesStérkach, lze predpokladat, ze se doposud zivily pouze krvi téchto jestérek. Detekce
B. lusitaniae u larev klistat sajicich na jeStérkach zpétné ukazuje na pritomnost této borrelie
u téchto jestérek.

Transovaridlni ptenos borrelii je velmi vzacny (0,7 %), avSak muze poskytnout
mechanismus pro roz§iteni patogenu do novych oblasti (Piesman et al. 1986). Pravdépodobng&;jsi
je, ze se larvy infikovaly od jestérky, i kdyz ze vzorku jeji tkané nebyla detekovana
B. lusitaniae. To lze vysvétlit nizkou koncentraci borrelii v tkanich obratloveu, viz vyse. Dalsi
moznosti pfenosu borelii je tzv. cofeeding, kdy infikované klist¢ infikuje jina klistata sajici
Vv okoli, bez toho aniz by se hostitelsky organismus nakazil (Gern & Rais 1996; Patrican 1997).

Z obou sledovanych lokalit bylo celkem zjisténo 12 borrelia-pozitivnich jeStérek
(23,1 %). Borrelia lusitaniae byla prokazana u 8 samic (véetné dosp€lé samice, ktera méla
nejvice odebranych klistat, tj. 67), dale u 2 samct a 2 mlad’at. Ve Slovenském krasu byla
zjisténa podobna hodnota - B. lusitaniae byla detektovana u 18,6 % odchycenych jestérek
(Majlathova et al. 2006).

6.6 Borrelia lusitaniae v navlajkovanych klistatech

Pritomnost B. lusitaniae na evropskych lokalitach (bez vyskytu jestérek) je velmi
okrajova. Pfi vlajkovani klistat v prazskych parcich (Kybicova et al. 2017), nebyla tato borrelie
vibec detekovana.

V minulosti probéhlo vlajkovani kliStat na rtznych lokalitich napfi¢ Evropou
(Kurtenbach et al. 2001) a B. lusitaniae byla detektovana pouze v 5,8 % (ze vSech pozitivnich
klist'at). VSechny vzorky pozitivni na tuto borrelii pochazely z mésta Grandola v Portugalsku.
Zatimco na druhé¢ lokalité v Portugalsku (mésto Mafra) a na lokalitach v ostatnich sledovanych
zemich (Slovensko, Lotyssko, Némecko, Velka Britanie) nebyla B. lusitaniae zjisténa. Pobliz
jiz zminéného meésta Grandola probihal pozd€ji dals§i vyzkum naméfeny na piitomnost
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B. burgdorferi s.l. v klistatech I. ricinus a B. lusitaniae zde byla opét detekovana (Baptista et
al. 2004).

Je ziejmé, Ze se tato borrelie vyskytuje Cetnéji v oblastech s vyskytem jestérek. To
potvrzuji i vysledky z Tichého udoli, zejména lokalita ,,U lomu®, kde je zastoupeni B. lusitaniae
66,7 % ze vsech detektovanych druht borrelii v navlajkovanych klistatech.
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[ Zavér
Vysledky prace prokazaly ptitomnost Borrelia lusitaniae v klistatech i jestérkach
v Ceské republice. Navic bylo potvrzeno, Ze na sledovanych lokalitach s vyskytem jestérek se

jedna o dominantni borrelii (91,9 %). Je tedy patrné, Ze jeStérky Lacerta viridis hraji
vyznamnou roli jakoZto rezervoar tohoto patogenu i v Ceské republice.

U vice nez poloviny odchycenych jedinct L. viridis (30 z 52) byla nalezena piisata
klistata — larvy a nymfy Ixodes ricinus. Celkem byla Borrelia lusitaniae detekovana u 12
jestérek (23,1 %). Ze vzorki ocasni tkané byly prokézany 3 pozitivni jeStérky, zbylych 9 bylo
prokédzano nepiimo, diky pfitomnosti nasatych larev pozitivnich na tuto borrelii.

Z vysledki prace zaroven vyplyva, ze vyskyt jestérek pozitivnich na B. lusitaniae
na dané lokalit€ zvySuje pravdépodobnost vyskytu této bakterie i v klistatech vyskytujicich se
na téZe lokalitg, a Ze prevalence borrelii je ovlivnéna hustotou a skladbou vegetace a pfitomnosti
dalSich rezervoarovych zvitat.

Klist'ata pienasi, krom¢ borrelii, celou fadu dalsi patogend, a proto by budouci studie
mély objasnit tlohu jestérek (Lacerta agilis, Lacerta viridis, Zootoca vivipara a dalsich) také
v cirkulaci dalsich bakterii naptiklad rodu Anaplasma a Rickettsia, které podobné jako borrelie
znamenaji riziko pro zdravi lidi 1 zvifat.
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9 Samostatné prilohy
9.1 Priloha 1 - Zaznamovy arch: Obecné informace o odchycenych
jestérkach

Tabulkovy piehled vSech 52 odchycenych jestérek (¢. J.: Cislo jestérky), rozdélenych
podle kategorii juvenilni jedinec (JUV), samice (F), samec (M). Posledni sloupce s piechledem
poctu odebranych klist'at celkem a podil larev, nymf.

¢.J | pohlavi 15?;?; larvy | nymfy
1/0 F 7 2 5
2/0 M 4 0 4
3/0 F 7 1 6
4/0 M 0 0 0
5/0 | JUV 0 0 0
6/0 F 8 2 6
7/0 | JUV 3 2 1
8/0 | JUV 1 0 1
9/0 F 67 38 29
10/0 M 7 3 4
11/0| JUV 0 0 0
12/0 M 31 5 26
13/0| JUV 0 0 0
14/0 M 6 2 4
15/0 F 16 6 10
16/0| JUV 2 2 0
17/0| JUV 4 2 2
18/0 F 12 10 2
19/0 F 40 39 1
20/0 F 7 7 0
21/0 M 23 22 1
22/0 M 58 55 3
23/0| JUuV 11 11 0
24/0 M 22 18 4
25/0| JUuV 0 0 0
26/0| JUV 0 0 0
27/0| JUV 0 0 0
28/0 M 16 15 1
29/0 F 3 3 0
30/0| JUV 43 43 0
31/0 F 4 4 0
32/0 F 16 16 0
33/0 F 28 28 0
34/0 M 0 0 0




9.2 Priloha 2 — Informace klist'atech sajicich na jestérkdch

Tabulkovy piehled zahrnujici vysledky PCR analyzy: pozitivni (na borrelie) ¢i negativni.
Daéle ukazujici pocty vSech odebranych klist’at a borrelia-pozitivnich klist'at. Borrelia-pozitivni
klistata byla dale sekvenovana a rozdélena podle detekovanych druht borrelii na B. lusitaniae

¢.J | pohlavi lgl(i)éi?;t larvy | nymfy
36/0| JUV 0 0 0
37/0 M 0 0 0
38/0 M 0 0 0
39/0 M 0 0 0
40/0| JUV 0 0 0
41/0 F 5 5 0
42/0 F 0 0 0
43/0 F 0 0 0
44/0 M 0 0 0
45/0 F 7 6 1
46/0 M 3 2 1
47/0| JUV 0 0 0
48/0| JUV 0 0 0
49/0 M 0 0 0
50/0| JUV 0 0 0
51/0| JUV 0 0 0
52/0| JUV 27 25 2

(larvy, nymfy), B. afzelii (nymfy) a B. burgdorferi s.s. (nymfy).

tkan St borrelia | Borrelia | Borrelia | Borrelia | Borrelia
¢.J | jesterky lfl(i)éct’eat pozitivni | lusitaniae | lusitaniae | afzelii | burgdorferi

(PCR) klist'ata larvy nymfy | nymfy | s.s. nymfy
1/0 |negativni| 7 3 0 2 1 0
2/0 |negativni| 4 2 0 2 0 0
3/0 | negativni| 7 3 1 2 0 0
4/0 |negativni| O 0 0 0 0 0
5/0 |negativni| 0 0 0 0 0 0
6/0 |negativni| 8 1 0 1 0 0
7/0 |negativni| 3 0 0 0 0 0
8/0 |negativni| 1 0 0 0 0 0
9/0 | pozitivni | 67 6 0 4 2 0
10/0 | negativni | 7 0 0 0 0 0
11/0 | pozitivni | 0 0 0 0 0 0
12/0 | negativni| 31 5 0 1 4 0
13/0 | negativni| 0 0 0 0 0 0
14/0 | negativni| 6 1 1 0 0 0
15/0 | pozitivni | 16 4 1 0 3 0




tkan - borrelia | Borrelia | Borrelia | Borrelia| Borrelia
¢.J | jestérky l?l?éct?at pozitivni | lusitaniae | lusitaniae | afzelii | burgdorferi

(PCR) klistata larvy nymfy | nymfy | s.s. nymfy
17/0 | negativni| 4 1 0 0 1 0
18/0 | negativni | 12 8 6 2 0 0
19/0 | negativni | 40 0 0 0 0 0
20/0 | negativni| 7 1 1 0 0 0
21/0 | negativni | 23 11 10 1 0 0
22/0 | negativni | 58 1 0 0 1 0
23/0 | negativni | 11 0 0 0 0 0
24/0 | negativni | 22 2 0 1 0 1
25/0 | negativni| O 0 0 0 0 0
26/0 | negativni| O 0 0 0 0 0
27/0 | negativni| 0 0 0 0 0 0
28/0 | negativni| 16 1 0 1 0 0
29/0 | negativni| 3 0 0 0 0 0
30/0 [ negativni| 43 1 1 0 0 0
31/0 | negativni| 4 0 0 0 0 0
32/0 | negativni| 16 5 5 0 0 0
33/0 | negativni| 28 9 7 0 0 2
34/0 | negativni| 0 0 0 0 0 0
35/0 | negativni| 0 0 0 0 0 0
36/0 | negativni| 0 0 0 0 0 0
37/0 | negativni| 0 0 0 0 0 0
38/0 | negativni| 0 0 0 0 0 0
39/0 | negativni| 0 0 0 0 0 0
40/0 | negativni| 0 0 0 0 0 0
41/0 | negativni| 5 0 0 0 0 0
42/0 | negativni| 0O 0 0 0 0 0
43/0 | negativni| 0O 0 0 0 0 0
44/0 | negativni| 0O 0 0 0 0 0
45/0 | negativni | 7 1 1 0 0 0
46/0 | negativni| 3 0 0 0 0 0
47/0 | negativni| 0O 0 0 0 0 0
48/0 | negativni| 0 0 0 0 0 0
49/0 | negativni| 0 0 0 0 0 0
50/0 | negativni| 0 0 0 0 0 0
51/0 | negativni| O 0 0 0 0 0
52/0 | negativni| 27 0 0 0 0 0




