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1 Uvod

cey

Parazitismus je zivotni strategie jednoho organiSmu zijiciho na tkor organismu jiného.
Rada parazitil, zejména hematofignich, ma i schopnost pfenaset na hostitelsky organismus

dalsi parazity - viry, bakterie, prvoky (Labuda, 1979).

Zoondzy jsou onemocnéni, kterd jsou prenaSena z obratlovce na Clovéka (Hubalek,
2003). Mezi zoonodzy patii fada medicinsky velmi vyznamnych onemocnéni jako mor,
horecka West Nile, lymesk4 borelidza a dal§i. Zoondzy jsou vyznamnym zdravotnim
problémem v mnoha zemich svéta, v¢etné téch rozvinutych. Jejich rozsifeni ovliviiuji zmény
prostiedi, ale také politické, socidlni a kulturni faktory (zmény v zeméd¢lstvi, vyuzivani ptudy,
traveni volného &asu, ...). Rada zoondz patii mezi tzv. emergentni nakazy - nakazy, které se
objevuji zcela nove, v novych oblastech nebo v novych souvislostech (Kruse et al., 2004;

Chomel et al., 2007).

Arboviry (z anglického ,,arthropode-borne virus®) jsou viry pfenaSené ¢lenovci na
obratlovce. NejcastéjSimi pienaSeci arbovirti jsou komaii nebo klistata (Nuttall et al., 1994;
Gritsun et al., 2003). Puvodce arbovirdz najdeme mimo jiné mezi zastupci ¢eledi Togaviridae,
Flaviviridae, Bunyaviridae a Reoviridae (WHO, 2004).

Klistova encefalitida (KE) je klistaty pfenaSena, emergentni zoondza, jejimz ptivodcem
je arbovirus — virus klistové encefalitidy. KE patii spolu s lymeskou boreliozou k

nejvyznamngjSim klist'aty pfendSenym onemocnénim ¢lovéka (WHO, 2004).



2 Hlavni cile prace

1. vypracovani literarni reSerse k tématu, se zamétenim na klist’ata, jimi pienasené
nakazy a jejich vyskyt v urbannich a periurbannich oblastech

2. stanoveni prevalence viru klistové encefalitidy v klistatech pochézejicich
z ¢eskobud¢jovického lesoparku

3. porovnani nukleotidovych sekvenci ziskanych z pozitivnich vzorkl se sekvencemi
dalsich kment z jihoCeského kraje a s dostupnymi sekvencemi v nukleotidovych
databéazich

4. vyhodnoceni a interpretace vysledkii vzhledem k epidemiologické vyznamnosti

urbannich biotopt klistat



3 Literarni prehled

3.1 Klistata a klist’aci

Klistata a klist'aci se taxonomicky fadi do kmene Arthropoda (¢lenovci), podkmene
Chelicerata (klepitkatci), tfidy Arachnida (pavoukovci), fadu Acari (Acarina) (roztoci),
podiadu Ixodida (klistata) (Sedlak, 2005). Klistata se dale rozliSuji na tii Celedi: klistaci
(Argasidae, tzv. ,soft ticks®), klistata (Ixodidae, ,,hard ticks*) a Nuttalliellidae (Horak et al.
2002).

3.1.1 Kilistaci

3.1.1.1 Obecna charakteristika

Klistaci (Argasidae) nemaji vyrazny chitinovy S§tit jako klistata (proto anglické
oznaceni ,,soft ticks”) (Kimmig et al., 2003). Hlavicka spolu s Gistnim aparatem je ukryta na
bfisni strané té¢la. Z vajicek se lihnou larvy, které saji na svém hostiteli fadu hodin az nékolik
dnt. Po larvalnim stddiu nasleduji 3-4 stddia nymfalni. VSechna stddia mohou sat krev
opakovang. Mezi medicinsky a veterinarné vyznamné rody patii zejména rody Argas a
Ornithodoros (Stejskal, 1995; Volf et al., 2007). Do celedi Argasidae patii i dal$i, méné
vyznamné rody jako Carios nebo Otobius (Horak et al., 2002).

3.1.1.2 Rod Argas

V Evropé patii k vyznamnym zastupciim rodu Argas klistak holubi (Argas reflexus)
(Kimmig, 2003). Ze Stiedomoti a Blizkého vychodu se rozsifil do mést sttedni Evropy, kde
napada holuby (Columba livia, C. livia domestica), ale mtize t¢z napadnout clovéka, do jehoz
ptibytku je schopen se dostat z holubich hnizd okny, Sachtami nebo ventilaci (Dautel a Kahl,
1999). Sani A. reflexus muze zplsobit vaznou alergickou reakci, ktera muize vést az

k anafylaktickému Soku (Khouri a Maroli, 2004; Spiewak et al., 2006).



3.1.1.3 Rod Ornithodoros

Rod Ornithodoros je rozsifen v mnoha zemich svéta (Afrika, USA, Kanada).
V tropech se vyskytuje zastupce Ornithodoros moubata, dulezity vektor borélii zptisobujicich

navratné horecky (Kimmig, 2003).

3.1.2 Klistata

3.1.2.1 Obecna charakteristika

Klist'ata Celedi Ixodidae maji na dorzalni strané téla pevny chitinovy $tit (scutum),
ktery slouzi jako mechanick4 ochrana proti poSkozeni. U samcl pokryva celé télo, u samic
piiblizné polovinu t&la. Ustni aparat sméfuje dopiedu, proto je dobie viditelny i pii pohledu
shora. Klistata prochéazeji tfemi vyvojovymi stadii. Z vajicka se vylihne Sestinoha larva, ta se
po nasati méni v osminohou nymfu, a z ni se po dal§im sani vyvine pohlavné zraly jedinec.
Klistata saji vkazdém stadiu pouze jednou. Celed Ixodidae zahrnuje fadu medicinsky i
veterinarné vyznamnych rodd, jako napiiklad Ixodes, Dermacentor, Rhipicephalus,

Amblyomma ¢i Hyalomma (Kimmig, 2003).

3.1.2.2 Ixodes ricinus

Klisté Ixodes ricinus je v Evropé klistétem nejcastéji infestujicim ¢lovéka, a proto je
také vyznamnym vektorem mnoha humdannich patogent (pivodcl klistové encefalitidy,

lymeské boreliozy, tularémie, anaplazmozy, ...).

Klistata rodu Ixodes prochazeji tiemi vyvojovymi stadii (larva->nymfa->dospélec).
Vyvoj kazdého stadia trva pifiblizné rok, takze cely vyvojovy cyklus klist¢ dokonci ptiblizné
za tii az Sest let, v zavislosti na podminkach prostiedi (\Volf et al., 2007; Kimmig et al., 2003).
Klistata tohoto rodu se daji oznacit jako tfihostitelska. Kazd¢é stddium po nasati opousti

hostitele, svléka se a nasledné ¢iha na hostitele ptistiho (Volf et al., 2007; Randolph et al.,



2008). Larvy saji pfedevsim na lesnich hlodavcich (Apodemus sp., Microtus sp., Myodes
glareolus, ...), jezcich, krtcich, ale i na jeStérkach (Labuda, 1979; Volf et al., 2007). Nymfy
saji na podobnych hostitelich jako larvy, ale vyhledavaji i ptaky (Turdus merula, T.
philomelos) (Matuschka et al., 1991; Dautel a Kahl, 1999; Gregoire et al., 2002; Weidmann et
al., 2006; Waldenstrom et al., 2007). Samice saji na vétSich obratlovcich, jako jsou jeleni,
srny, divoka prasata, skot, kozy a ovce (Labuda, 1979). Samci tohoto rodu krev nesaji. Clovék

mize byt hostitelem pro vSechna vyvojova stadia (Hubalek et al., 2004).

Podle vztahu k hostiteli 1ze zastupce rodu Ixodes rozdélit na specialisty jako naptiklad
I. hexagonus, ktery saje téméf vyhradné na jeZcich, a generalisty, jako je I. ricinus ¢i I.
scapularis (Kimmig, 2003). Hostitelska specifita ma vyznamné dusledky pro cirkulaci
patogeni. Klistata specializovana pouze na urcity druh volné zijiciho hostitele nepiedstavuji
pro clovéka piimy zdroj infekce, ale podileji se na enzootické cirkulaci patogenu v piirodé.
Na clovéka je pak patogen pienesen kliStétem, které miZze sit jak na hostitelich
kompetentnich k pfenosu dan¢ho patogenu, tak na ¢lovéku. Tato kliStata se oznacuji jako tzv.

,bridge vector” (Oliver et al., 2003; Bown et al., 2006).

3.1.2.3 Faktory prostiedi

Klistata jsou ovliviiovana abiotickymi (teplota, vlhkost) a biotickymi (vegetace,
dostupnost hostiteld) podminkami prostiedi. Tyto podminky pak ovlivituji geografickou
distribuci klistat (Gritsun et al., 2003). Rychlost vyvoje zavisi na teploté, vSechna kliSt'ata
jsou vysoce citlivd vic¢i vlhkostnimu stresu (Perret et al., 2004; Randolph et al., 2002, 2008).
Klistata jsou vazana zejména na prostiedi listnatych a smiSenych lesi, které¢ jim poskytuje
dostate¢nou ochranu pted vysychanim. Ze stejného divodu jsou travni porosty klistaty
vyhledavané méné (Boyard et al., 2008). Klimatické podminky ovliviiuji jak celkovou denzitu
kliStécich populaci, tak jejich aktualni aktivitu (Gern, 2008). Sezénni aktivita klist'at zacina na
jafe, kdyz teplota piekroci hranici cca 7 °C (Siiss et al., 2008). Pfi ¢ihani na hostitele je klisté
vystaveno riznym klimatickym podminkam. Zejména v letnich mésicich se vzdusna vlhkost
dostava pod kritickou hranici. Klist¢ pak opousti misto na ¢ihani na vrcholcich nizké vegetace
a pfemisti se do zony opadu, kde dochazi k rehydrataci. Se vzdus$nou vlhkosti koreluje i
vyskyt larev na hlodavcich (Randolph a Storey, 1999; Randolph et al., 2002; Perret et al.,
2004).



3.1.2.4 Adaptace k parazitismu

K zachyceni mechanickych, tepelnych a chemickych podnéti pro vyhledani hostitele
jsou klistata vybavena smyslovymi organy, jako je napt. Halleriv organ, nachazejici se na
tarzalnich ¢lancich ptfednich koncetin (Volf et al., 2007). Piitomnost svého hostitele kliste
pozna podle otfesi pidy, vydechovaného oxidu uhli¢it¢tho a vyzatovaného tepla. Po
zachyceni na hostitele vyhleda klist¢ pomoci pedipalp vhodné misto k séni. Nalezeni tohoto
mista miize trvat i celé hodiny. K proniknuti do pokozky hostitele slouzi chelicery, pro
nasledné sani chitinem vyztuzeny hypostom a opatieny zpétnymi hacky. Klisté pred sanim
inokuluje do rany sliny obsahujici molekuly s anestetickymi, antikoagulacnimi a
imunomodulac¢nimi ucinky (Siiss, 2003; Kimmig, 2003). U nékterych druht klistat mtze byt
fixace v kuzi hostitele posilena jesté vylou¢enim specialni bilkovinné hmoty, ,,cementu® (Volf
et al., 2007). K zakladnim morfologickym adaptacim na ektoparaziticky zptisob zivota patii i

zplostélé télo a vySe zminénd ptitomnost scuta.

3.2 Nemoci pirenasSené kliSt’aty

Klistata se jako krev-sajici ektoparazité obratloved casto uplatiluji  jako

prenaseci/vektofi patogend, zpisobujicich onemocnéni lidi i zvirat.

3.2.1 Bakterialni onemocnéni

Jednou skupinou bakteridlnich onemocnéni ptrenaSenych klistaty jsou rickettsiozy,
tedy onemocnéni zplsobena bakteriemi rodu Rickettsia. Rickettsic jsou intracelularni
gramnegativni bakterie (Parola et al., 2005). Mnoho druhi bylo nalezeno a davano do

souvislosti s onemocnénim ¢loveka, nékteré druhy byly izolovany pouze z klistat.

Puvodce stiedozemniho skvrnitého tyfu, Rickettsia conorii, je prenasen klistétem rodu
Rhipicephalus. Puvodce horec¢ky Skalistych hor, R. rickettsii, je pfenaSen zejména klist'aty
rodt Dermacentor, i kdyz byl izolovan i z klistat rodd Amblyomma, Ixodes ¢i Rhipicephalus

(Hassler, 2003). Rod Dermacentor je ve stfedni Evropé zastoupen zejména druhy D.
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marginatus a D. reticulatus, ktefi jsou vektory napiiklad Rickettsia slovaca (Parola a Raoult,
2001). Klistata rodu Amblyomma pienaseji v jizni Africe horecku ,,African tick bite fever®,

jejimz pivodcem je Rickettsia africae (Parola a Raoult, 2001; Parola et al., 2005).

Puvodce Q-horecky, Coxiella burnetii, byl nalezen hned u nékolika druhd klistat.
Klistata vsak zifejmée slouzi hlavné jako ptenaSeci infekce mezi zvitaty, ptipadné jako jeji
rezervoary. Na ¢lovéka se puvodci Q-horecky daleko Castéji pienaseji inhalaci infikovaného

aerosolu pfi manipulaci s infikovanymi zvifaty napiiklad na jatkach (Hassler, 2003).

Dalsi skupinou onemocnéni prenasenych klistaty jsou ehrlichiézy. Ehrlichie jsou malé
intracelularni gramnegativni bakterie. Nékteré ziji v granulocytech, jiné napadaji monocyty.
Lidské granulocytarni anaplazméza (dfive lidska granulocytarni ehrlichidza) je prendSena
klistaty rodu Ixodes a jejim ptivodcem je Anaplasma phagocytophilum. Hlavnim vektorem
lidské monocytarni ehrlichiozy (Hassler, 2003), zpisobené bakterii Ehrlichia chaffeensis, jsou
klistata rodu Amblyomma (Parola a Raoult, 2001; Hassler, 2003). Zastupci rodu

Rhipicephalus jsou pienaseci E. canis (Dautel a Kahl, 1999).

Pivodcem tularémie je obla, gramnegativni bakterie Francisella tularensis. Pfenos
tularémie na ¢lovéka miize byt zpiisoben pfimym kontaktem s infikovanym zvifetem, ovSem
mozny je i pienos pii sani klistéte. Vektory F. tularensis jsou ptevazné klistata rodu

Dermacentor, vzacnéji rodu Ixodes (Kredba et al., 1970; Petersen et al., 2009).

Borrelie vyvolavajici navratnou horeCku jsou blizce piibuzné plvodei lymeské

borelidzy. Vektory jsou zejména klist'aci ¢eledi Argasidae (Hassler, 2003).

Vektory lymeské borelidzy jsou klistata rodu Ixodes. V Evropé I. ricinus, v Americe
I. scapularis a I. pacificus, v Asii a vychodni Evropé I. persulcatus. Spirochéty lymeské
boreliozy patii do komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato. Pro ¢lovéka jsou prokazatelné
patogenni tfi genomové druhy: Borrelia burgdorferi sensu stricto, B. garinii a B. afzelii.
Hlavnimi hostiteli Borrelia burgdorferi jsou drobni obratlovci, plazi a ptaci (Tilly et al.,
2008).



3.2.2 Protozoarni nakazy

3.2.2.1 Babesioza

cey

Babesie patfi mezi jednobunécné parazity zijici uvnitf erytrocytd (protozoony). Na
Cloveéka jsou prenaseny klistaty rodu Ixodes, vektory onemocnéni zvifat jsou rody Boophilus,

Dermacentor a Rhipicephalus (Hassler, 2003).

3.2.2.2 Theilerioza

Theilerie jsou fazeny mezi parazity lymfocytd a erytrocytli obratlovci.
Nejvyznamnéj$im zastupcem je Theileria parva, pivodce vychodoafrické pobiezni horecky
skotu. Napada predevSim skot, ale i zebu a buvoly ve vychodni a stiedni Africe. Vektory

onemocnéni jsou klist'ata rodu Rhipicephalus (\Volf et al., 2007).

3.2.3 Onemocnéni virového ptuvodu

Klistata prenaseji viry patfici do nékolika riznych celedi (Bunyaviridae, Reoviridae,

Togaviridae, Flaviviridae,...) (Hassler, 2003).

Skotské klitova encefalitida postihuje ovee ve Velké Britanii, Spanélsku, Turecku a
kozy v Recku (Charrel et al., 2004; Gritsun et al., 2003). Postihuje ale i ptaky a &lovéka.
Plvodcem je virus vrtivky (,,louping ill virus®), flavivirus blizce ptibuzny viru klistové
encefalitidy (Grard et al., 2007). Virus je pfenasen vyhradné klistaty rodu Ixodes (Hassler,
2003). Hlavnimi hostiteli jsou ovce a bélokur skotsky (Lagopus lagopus scoticus), u kterych

zpusobuje smrtelnou encefalomyelitidu (Gritsun et al., 2003).

Hostitelé dalSiho klistaty ptenaSeného flaviviru, viru omské hemoragické horecky,
jsou vétSinou vodni hlodavci (ondatry, hryzci) a pfenaSeci klistata rodi Dermacentor a
Ixodes. Prubéh je u rlznych zvifat rozdilny. U mysi a kieckli zplsobuje smrtelnou

encefalitidu, cibetka nebo ¢lovek jsou zasazeni hemoragickou horeckou (Hassler, 2003).



Hlavnim vektorem flaviviru zptsobujiciho horecku Kjasanurského lesa je klisté
Haemaphysalis spinigera. Onemocnéni postihuje opice, ¢lovéka a drobné savce (Hassler,
2003).

PrenaSeCi konzsko-krymské hemoragické horecky jsou klistata z rodu Hyalomma
(Hassler, 2003). Nejdulezitéjsimi hostiteli jsou zajici, virus ale napada i pStrosy, zoboroZzce,
$packovité ptaky, skot. Clovék se mize nakazit po piisati kli§téte, pii styku s krvi nebo tkani
nakazeného skotu, nebo pii piti tepelné neupraveného mléka nakazeného skotu (Charrel et al.,

2004).

Virus zpusobujici coloradskou klistovou horecku patii do celedi Orbiviridae a je
prenasen klistaty rodi Dermacentor a Haemaphysalis (Kapikian a Shope, 1996; Hassler,
2003).

Jednim z medicinsky nejvyznamnéjSich kliStaty prendSenych virl je virus klistové

encefalitidy (VKE) (Gritsun et al., 2003).

3.3 Kilistova encefalitida

wewvr

Klistova encefalitida je jednim z nejnebezpecnéjSich onemocnéni centralniho
nervového systému v Evropé a Asii. Je zpisobena virem kliStové encefalitidy, jenz byl
poprvé objeven v roce 1937 béhem expedice do vychodniho Ruska vedené Lvem Zilbrem,
ktery patral po plivodci akutniho onemocnéni spojeného s napadenim klistétem (Gritsun et al.,

2003).

3.3.1 Taxonomické zarazeni

Virus klistové encefalitidy (VKE) patii do celedi Flaviviridae, rodu Flavivirus
(Gritsun et al., 2003, Robertson et al., 2009). Flaviviry se daji délit na viry prenasené klistaty,
viry pfenaSené komadry (napft. viry encefalitidy St. Louis, Japonské encefalitidy, Zluté zimnice,
West Nile, Dengue) a viry s neznamym pienaSeéem (napf. viry Yokose, Apoi, Rio Bravo)
(Charrel et al., 2004; Schmaljohn a McClain, 1996).



Klistaty pfenasené flaviviry jsou dale ¢lenény na viry napadajici pfevazné savce a viry
napadajici moiské ptaky (napf. viry Kadam, Meaban, Saumarez reef, Tyuleniy) (Gaunt et al.,
2001; ICTVdB - The Universal Virus Database, version 4). Virus klistové encefalitidy (VKE)
patii naptiklad spolecné s viry skotské klistové encefalitidy, Langat, Powassan, virem omské
hemoragické horecky a virem horecky kjasanurského lesa mezi viry napadajici savce (Gritsun

et al., 2003).

VKE zahrnuje tii subtypy. Dalné-vychodni subtyp viru a sibifsky subtyp viru jsou
prenasené klistétem Ixodes persulcatus, evropsky subtyp klistétem I. ricinus. Virus klistové
encefalitidy je nejvice geneticky piibuzny viru skotské klistové encefalitidy. Také spolu
sdileji stejné¢ vektory, ale 1i§i se geografickym rozSifenim, ekologii a mirou patogenity

(Gritsun et al., 2003; Grard et al., 2007).

3.3.2 Prenos viru kliSt’ové encefalitidy

Virus klistové encefalitidy je arbovirus, coz znamend, Ze je pfendSen Clenovci (v
tomto pripadé klistaty rodu Ixodes), v nichz se i mnozi. Virus se do téla klistéte dostane

nasanim krve infikovaného obratlovce.

V prvni fazi se VKE dostavd do stfeva klistéte, kde infikuje stievni buiky, poté
pronika do slinnych Z14z. Obratlovce infikuje klist€ prostfednictvim viru inokulovaného spolu
se slinami. Zaroven muze dojit i k infekci dalSich klistat sajicich na stejném hostiteli
mechanismem tzv. ,,co-feedingu” (Labuda et al., 1996; Nuttall et al., 1994). Tento zptusob
prenosu je umoznén tim, ze se VKE ihned po vstupu do klize obratlovce replikuje v misté sani
kliStéte a diky migraci infikovanych leukocytl se nakazi 1 dals$i kliStata sajici v blizkém okoli.
Tato cesta pfenosu se oznacuje jako pienos neviremicky (Labuda et al., 1996). Klasickou
cestou horizontalniho pfenosu je nasati viru s krvi hostitele ve viremické fazi. K infekci
klistéte virem muZe dojit 1 vertikdlné, prostiednictvim transovaridlniho pfenosu (Danielova a
Holubova, 1991), kdy jsou patogeny pieneseny ze samice na vyvijejici se vajicka. KIlisté
nakazené v kterémkoli stadiu zGstava infikované po cely Zivot. Pfezivani viru v klistéti béhem

metamorfozy se n€kdy oznacuje jako ptenos transstadialni (Allan et al., 2010).
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3.3.3 Cyklus viru klist’ové encefalitidy v prirodé

V piirod¢ cirkuluje virus klisStové encefalitidy v ptirodnich ohniscich infekce, jejichz

velikost mize dosahovat od nékolika ¢tverecnich metri az po mnoho kilometrti (Siiss, 2003).

Cirkulace se odehrava v tzv. ,parazitickém trojuhelniku® interakci mezi virem,
vektorem a obratlovéim hostitelem (Nuttall, 1999). Hlavnimi vektory viru klistové
encefalitidy (VKE) jsou klistata rodu Ixodes, ve kterych dochazi k mnoZeni viru, a ktera jsou

infikovana perzistentn¢ (Siiss, 2003).

Siiss (2003) rozdéluje potencialni obratlovéi hostitele VKE do tii skupin. Na
rezervoarové hostitele, kteti umoziuji rychlé pomnozeni viru, infekce u nich probihé typicky
bezptiznakové a sami se rychle mnozi. Piikladem jsou drobni hlodavci: mysSice kiovinna
(Apodemus sylvaticus), mysice lesni (A. flavicollis), hrabos polni (Microtus arvalis), piipadné
nornik rudy (Myodes glareolus) a hmyzozravci: rejsek obecny (Sorex araneus), bélozubka
tmava (Crocidura russula), jezek zapadni (Erinaceus europaeus), krtek obecny (Talpa
europea) (Boyard et al., 2008; Siiss, 2003).

Indikatorovi hostitelé pisobi na cirkulaci viru neptimo tim, ze poskytuji zdroj potravy
pro populace klistat, ovSem jejich podil na samotné cirkulaci viru je vzhledem ke kratké
virémii a nizkému titru minimalni. Pfikladem indikatorovych hostiteli mohou byt v piipadé

VKE srnci, jeleni, danci, lisky nebo netopyti (Siiss, 2003).

Néhodni hostitel¢é mohou byt nakaZeni, miZe se u nich rozvinout virémie, ale

neucastni se cirkulace viru a ani nejsou vyznamnym zdrojem potravy pro kliStata (Siiss,

2003).

3.3.4 Epidemiologie

Prvni klinicky popis pribéhu klistové encefalitidy (KE) pochédzi od rakouského 1ékate
H. Schneidera z roku 1931 (Banzhoff et al., 2008).

Vyskyt klinickych ptipadi KE se od roku 1970 zvysil ve vétSiné dlouhodobych
ohnisek vyskytu a byla také zaznamenana ohniska nova. V letech 1990-2000 bylo
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zaznamenano vyrazné zvySeni poctu pacientll infikovanych KE zejména v Némecku a

Pobaltskych zemich (Banzhoff et al., 2008).

Vzestup poctu piipadi klistaty prenasenych onemocnéni v oblastech severni
polokoule je davan do souvislosti Se zménami klimatickymi i socioekonomickymi. Naptiklad
zmény ve vyuzivani pidy (zalesnovani, fragmentace krajiny) piispély ke zvySeni pocetnich

stavl populaci vysoké zvére, prirozenych hostiteli klistat (Boyard et al., 2008).

Sezonni maximum poctu piipadi KE se shoduje se sezonnim vrcholem aktivity
klist'at, ktery nastava u l. ricinus mezi kvétnem a ¢ervnem a mezi zafim a fijnem (Gresikova a
Kaluzova, 1997). I. persulcatus ma jen jeden vrchol sezonni aktivity, a to mezi kvétnem a
Gervnem (Gritsun et al., 2003). Clovék se miize nakazit piimo od pfisatého klistdte nebo
vzacnéji poZzitim tepelné nezpracovaného kravského nebo koziho mléka nakazenych zvirat

(Ki et al., 2009).

Ockovanim lze infekci kliStovou encefalitidou G€inné€ predchazet. Okovani je urcené
pro lidi Zijici v endemickych oblastech nebo tyto oblasti nav§tévujici. Distribuce ohnisek

vyskytu onemocnéni je mozaikovita a podléha meziro¢nim i sezonnim zménam (Siiss, 2003).

3.3.5 Patogeneze

Virus klistové encefalitidy se do téla hostitele dostane typicky b&hem sani klistéte
(Braun, 2003). Nasleduje 7-14 dni inkubacni doby onemocnéni, béhem niz se jiz mohou
vyskytovat ¢asné symptomy, jako je bolest Sije, ramen a beder. KE je dvojfazové
onemocnéni. Prvni faze je typicka chiipce podobnymi pfiznaky (zvysena teplota, pocit na
zvraceni, bolest svalil) a trva 1-2 tydny. Po prvni fazi se u 20-30 % pacientll rozvine faze
druha, kterd se obecné projevuje jako onemocnéni centralniho nervového systému s projevy
od slabé meningitidy az po tézkou encefalitidu s myelitidou a parézami (Gritsun et al., 2003).

Umrtnost v Evropé ¢ini < 1 % (Charrel et al., 2004).

Po inokulaci klistétem napada virus endotelové buiiky cév a Langerhansovy buiky.
Dale se pak lymfatickym systémem §iii do miznich uzlin, kde se dale mnozi. Po pomnozeni
napada dalsi organy, pfedevSim jatra, slezinu a kostni dfen. V tomto stadiu koluje virus

krevnim feciStém a nakonec pronik4 pfes hematoencefalickou bariéru i do centralni nervové
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soustavy, kde muze zptsobovat rozsahlé 1éze na Sedé hmoté prodlouzené michy, mozkovém

kmeni, mozecku a miSe (Braun, 2003; Haglund a Giinther, 2003).

Onemocnéni KE maze mit fadu forem. Hore¢natd forma nema neurologické piiznaky
a také u ni zfejm¢ nedochazi k poskozeni centralni nervové soustavy. Meningedlni forma je
nejvice rozsSifend. Projevuje se Upornymi bolestmi hlavy, pocitem na zvraceni, Castym
zvracenim a také bolesti o¢i. Meningo-encefaliticka forma poskozuje centralni nervovou
soustavu, pacienti jsou unaveni, ospali a nékdy mohou upadat do bezvédomi. Symptomy
zahrnuji stahy svalli, zpomalenou srde¢ni ¢innost, malatnost, svalovy tfes, piipadné krvaceni
zaludku. Polymyeliticka forma je dvoufazova, prvni faze trva 3-7 dni a je provazena bolestmi
hlavy, zvySenou teplotou, zvracenim a bolesti svalii. Pfi druhé fazi se zvySuje teplota, dochézi
k poskozovani nervové soustavy, ale zotaveni je stale mozné. Chronicka forma byla popsana
u pacientll v Rusku zejména v oblasti Sibife a byva spojovana se sibifskym subtypem viru.

Symptomy u této formy onemocnéni mohou trvat mésice az roky (Gritsun et al., 2003).

3.3.6 Kli§tova encefalitida na izemi Ceské republiky

V jarnich mésicich roku 1948 I¢kati F. Gallia a J. Rampas izolovali nezndmy virus
z krve a mozku pacienti, u kterych byly zaznamenany urputné bolesti hlavy, a kteti nasledné
neznamé infekci podlehli. Pozdé&ji bylo zjisténo, Ze nezndmy patogen je virus piibuzny viru
klistové encefalitidy a Ze prenasSeCem je klist¢ Ixodes ricinus (Labuda, 1979). Jednalo se o

prvni izolaci viru klistové encefalitidy ve stiedni Evropé (Ktiz a Benes, 2007).

V soudasné dobé patii v Ceské republice mezi regiony s dlouhodobé nejvyssim
vyskytem klistové encefalitidy (KE) jizni a zapadni Cechy, stiedni Cechy, Brnénsko,
Znojemsko a Ostravsko (Obr. 1, 2) (Ktiz a Benes, 2007).

V roce 2006 byl v Ceské republice zaznamenan rekordni podet piipadii KE — 1029.
Tento extrémné vysoky vyskyt ndkazy je vysvétlovan klimatickymi podminkami panujicimi
v letech 2005-2006, které byly pfiznivé pro vyvoj a piezivani klistat. Dalsim divodem byla
nastupujici zmeéna v zivotnim stylu. Lidé zacali vice podnikat vylety do ptirody, provozovat

jiné outdoorové aktivity, a tak byli vice vystaveni infikovanym klistatim (Kftiz et al., 2009).
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Obr. 1: Incidence klistové encefalitidy u obyvatel Ceské republiky za obdobi 1971-2007

(Statni zdravotni ustav Praha)

pfipady

5

Obr. 2: Klist'ova encefalitida podle okresu pravdépodobné infekce v roce 2009, zdroj dat:

EPIDAT (Stétni zdravotni ustav Praha)
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3.3.7 Vyskyt klist’at v periurbanni a urbanni oblasti

Urbanizace dramaticky pozménuje raz krajiny, ¢asto vyznamné pozménuje druhové
slozeni fauny a flory, méni mezidruhové vztahy. Tyto zmény se tykaji i druhii patogennich,
pfipadné potencialné patogennich pro ¢lovéka. Urbanizace vede typicky ke snizeni diverzity
puvodnich, volné zijicich druhti a nartistu abundance druhti nejlépe adaptovanych na prostredi
pozménéné urbanizacnimi procesy. Mezi typické mechanizmy, které stoji za zménami
v druhové diverzité, jsou absence sezonnich rytmil, celkové teplejsi klima, vysoka dostupnost
potravy apod. Zmény v druhovém slozeni mohou mit dalekosahlé nasledky pro dynamiku
ptenosu zoonotickych patogenii (Bradley a Altizer, 2006). Riziko infekce ¢lovéka zavisi na
mife jeho kontaktu s infekénim agens (Randolph et al., 2002). Z podstaty véci je v urbannich
a periurbannich oblastech vysoka frekvence pohybu ¢loveka, pokud se v téchto oblastech
vyskytuji 1 patogenni organismy, je riziko infekce vysoké. To plati i pro klistaty a jinymi

vektory prenasené nakazy.

Schopnost klistat prezivat v urbannich a periurbannich oblastech je ovlivnéna zejména
dostupnosti hostitell pro vSechna vyvojova stadia klist'at a zachovanim zakladnich pozadavkl
na mikroklimatické podminky (teplota, vlhkost). Tyto podminky byvaji splnény ve formé
drobnych fragmentti méstské zelené — parki, hibitov,, domovnich zahradek (Dautel a Kahl
1999; Uspensky, 2008). Agregovany ostruvkovity vyskyt ma, mimo jiné, za nasledek zvyseni
kontaktu mezi hostiteli a klistaty (Bradley a Altizer, 2006). Typicky vyssi teplota a vlhkost
zase umoznuji vyznamné prodlouzeni sezénni aktivity klistat (Lindgren a Gustaffson, 2001;

Dautel et al., 2008).

Hned nékolik druht klistat s riznorodymi ekologickymi naroky bylo schopno osidlit
rozdilné lokality v urbannich oblastech centralni Evropy. Pfitomnost Argas reflexus, A.
polonicus a A. vulgaris je zalozena na vazbé klistat na jejich pfirozené hostitele, zejména
holuba skalniho a jeho domestikované formy. Neni dikaz o tom, Ze by tyto druhy ve stfedni

Evropé prenasely patogeny ¢lovéka (Dautel a Kahl, 1999).

Klisté Rhipicephalus sanguineus se vyskytuje pfevazné v jizni Evropé, severni Africe
a na Blizkém vychodé¢, odkud ovSem mitize byt importovano (zejména na psech) i do stfedni a
zapadni Evropy, kde pak muze diky adaptaci na sussi teplé podnebi relativné dlouhodobé

prezivat v domacnostech (Dautel a Kahl, 1999).
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Dalsim klistétem, které Ize nalézt v méstskych oblastech je Ixodes hexagonus. Jeho
hlavnimi hostiteli jsou jezci, ktefi se ve méstech vyskytuji v pomérn¢ vysokych populacnich
denzitach. l. hexagonus byva nachazen i na lasicovitych Selmach a liskach (Dautel a Kahl
1999). I. hexagonus byl prokazan coby pienaSe¢ viru klistové encefalitidy a Borrelia
burdorferi s.l. (Kiivanec et al., 1988; Gern et al., 1991).

Klisté Ixodes ricinus ma pomérné vysoké naroky jak na teplotu a vlhkost, tak na
hostitele. Vyskytuje se v oblastech méstské zelené, kde byva i dostatek hostiteltt pro
nedospéla stadia klistat (ptaci, drobni hlodavci). Naopak velci obratlovci, ktefi byvaji
typickymi hostiteli dospélych stadii klistat, se v centrech velkych mést vyskytuji ziidka.
Dilezitou roli hraji pravdépodobné jezci nebo lisky (Dautel a Kahl, 1999). Jak bylo zminéno
vyse, drobni hlodavci jsou dilezitymi hostiteli viru klistové encefalitidy. Existuji i hypotézy o

prenosu viru ptaky (Siiss, 2003).
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4  Material a metody

4.1 Vzorky Kklistat

Vzorky klistat byly sbirany pracovniky laboratofe v lesoparku Stromovka v Ceskych
Budgjovicich (GPS: 48°58'19.17"N, 14°27'13.57"E). Jedna se o rozsahly park (68 ha) s
pravidelné sekanymi travniky a ostriivkovité roztrousenymi kefovymi a stromovymi porosty.
Park je ze tii stran obklopen méstskou zastavbou, na zapadni stranu parku volné navazuje
pole. Ve stromovém patie jsou zastoupeny zejména: lipa malolista (Tilia cordata), dub letni
(Quercus robur), buk lesni (Fagus sylvatica), javor klen (Acer pseudoplatanus), javor mlé¢

(A. platanoides), biiza bélokora (Betulla pendula), borovice ¢erna (Pinus nigra).

Z typickych hostitelti klistat byli v oblasti zachyceni: veverka obecna (Sciurus
vulgaris), jezek zapadni (Erinaceus europaeus), velké mnozstvi ptaku (Turdus merula, Parus
major, Phasianus colchicus, ...). Ojedinéle se do prostoru lesoparku dostavaji srnci

(Capreolus capreolus). Predpokladame vyskyt drobnych hlodavci a hmyzozravci.

Klistata byla sbirana standardni metodou vlajkovani (smykani ,,vlajky* z bilého
flanelu po vegetaci). Sbéry probihaly opakované pfiblizn¢ v mési¢nich intervalech od dubna
do srpna v letech 2009 a 2010, kazdy sbér trval 1 hodinu. Byla sbirana klistata Ixodes ricinus
ve stadiu nymfy a dospé€lce. Aktivita jednotlivych stadii klistat byla vyjadfena jako pocet
jedinci za hodinu sbéru (N/hod.). Nasbirana klistata byla okamzité transportovana do

laboratote a uloZena pii -70 °C.

4.2 Homogenizace vzorku

V boxu s laminarnim proudénim vzduchu (Telstar-Bioultra, tiida II.) bylo do 1,5 mi
mikrozkumavek napipetovano po 400 pl 10% suspenze Chelex 100 Resin [10 g Chelex® 100
Resin (BioRad Laboraties, USA) + 200 ml pufru TE (10 ml 1M Tris +2ml 0,5 M EDTA do 1
1 destilované vody)], ptidano jedno klisté a ocelova kulicka. Homogenizace probéhla pomoci
ptistroje Tissue Lyzer® Il (Qiagen) 2 minuty pfi frekvenci 30 Hz. Po vortexovani a kratkém
zcentrifugovani bylo z jednotlivych vzorkd odebrano po 10 pl a byly vytvofeny smésné
vzorky (pooly) vzdy po 20 vzorcich z jednotlivych klist'at. Vzorky byly dale skladovany pfi -
70°C.
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4.3 lzolace RNA

RNA byla izolovana pomoci kitu QIAamp® Viral RNA (Qiagen) podle protokolu
dodaného vyrobcem. V kadince byl podle poctu vzorkil pifipraven piislusny objem smési
pufru AVL a nosi¢ové RNA v pufru AVL. 560 pl této smési bylo piepipetovano do 1,5 ml
mikrozkumavek. Nasledné bylo ptidano 140 pl testovaného vzorku. Vzorek byl po 10 min.
inkubaci pii pokojové teploté centrifugovan (Eppendorf Mini Spin plus) 1 minutu, pfi 13 000
X g. Nasledn€ bylo pfidano 560 pl 98% ethanolu nasledovalo vortexovani a centrifugace (1
min., 13 000 x g). Vzorek byl pfenesen do izola¢ni kolonky a centrifugovan (1 min., 13 000 X
g). Poté byla membrana promyvana 500 pl pufru AW1 (centrifugace 1 min., 13 000 X g),
nasledné 500 pul AW2 (centrifugace 3 min., 13000 x g) a zbavena zbytkd etanolu dalsi
centrifugaci 1 min., 13 000 x g. Pak bylo pfiddno 120 pl pufru AVE. Po inkubaci pfi
laboratorni teplot¢ 1 min., byl eluat zcentrifugovan (I min., 13000 x g) do1,5 ml

mikrozkumavky a skladovan pii -70°C.

4.4 Reverzni transkripce

Do 0,2 ml mikrozkumavek bylo napipetovano po 2 pl ptislusného ,,reverse* primeru (Egr
pro detekci, 1F nebo 2B pro sekvenovani) (piehled pouzitych primerti uveden v Tab. 1) a po 8
pl izolované RNA. Do pozitivni kontroly bylo pouzito 2 pul RNA izolovand z mozkové

suspenze VKE kmene Hypr a 6 ul DEPC HO a do negativni kontroly pouze 8 pul DEPC H;O.

Tab. 1: Ptehled primeri pouzivanych pro reverzni transkripci

sekvence (5'-3") pozice v genomu*
Er | CCGTTG GAAGGT GTTCCACT 1607 - 1 587
1IF | AGCGGGTGTTTT TCCGAGTC 11141-11122
2B | TTCGTTCCG TGT CCACAGCGCA 2491-2470

* Cislovani dle sekvence kmene Hypr (U39292)
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Nasledovala denaturace 10 min. pii 70°C. Mezitim byl piipraven mastermix pro
ptislusny pocet reakci (rozpis pro jednu reakci: 5 pl 5x reakéni pufr (Promega); 1,25 ul dNTP
10mM (Promega); 0,7 ul SUPERase-IN (20 U/ul); 1 ul M-MuLV reverzni transkriptaza (200
U/ul) (Promega); 7 ul DEPC H,0O (Fermentas)). Po denaturaci bylo do kazdé mikrozkumavky
napipetovano po 15 ul mastermixu. Syntéza cDNA probihala v termalnim cykleru (BIO-ER)
pti 37°C jednu hodinu, nasledovala inaktivace transkriptazy inkubaci 10 min. pti 70°C, poté
byla teplota udrzovana na 14°C, dokud nebyly vzorky vyjmuty z cykleru. Syntetizovana
cDNA byla skladovana pii -70°C.

4.5 Polymerazova retézova reakce

Pomoci polymerazové fetézové reakce byly amplifikovany fragmenty genu kodujiciho
virovy protein E. Byl pfipraven mastermix pro dany pocet reakci. Kone¢né koncentrace v
PCR reakci: PPP premix (75 mM Tris-HCI; pH 8,8; 20 mM (NH4)2SO4; 0,01% Tween20; 2,5
mM MgClz; 200 uM, dATP; 200 uM CTP; 200 uM DTP; 200 uM dTTP; 2,5 U Taq purple
DNA polymerazy); primer Egr (1A, 2A) (0,4 uM), primer Er (1B,2B) (0,4 uM). Ptehled
pouzitych primerd uveden v Tab. 2. Celkovy objem byl doplnén do 21 ul PCR H,O.
K mastermixu bylo pfidano po 4 ul cDNA. Pro detekci VKE byla pouzita cDNA pfipravena
pomoci primeru Eg Pro vlastni amplifikaci byl pouzit par primerd Er/Ef . Pary primert 1A/1B

a 2A/2B byly pouzity pro potvrzeni pozitivnich vzorkt a ptipravu templatu pro sekvenovani.

Tab. 2: Ptehled primerd pouzivanych pro PCR

Polarita sekvence (5'-3") Teplota |pozice v velikost

nasedan [genomu* produktu
i
1A [sense (F) TGT CTACGC TTC GCG TTG CAC ACA 55 °C 963-986 824 b
1B  jantisense (R) GGA ACC CCA GCG AGA GCC TTC AGT A |55°C |1787-1763 P
2A  |sense (F) CGT GTT GAATTT GGG GCT CCT CACG [|55°C |1693-1717| 798 bp

2B |antisense (R) [TTC GTT CCG TGT CCA CAG CGC A 55°C | 2491-2470
E (F) [sense (F) |GGG GAC YAC GAG GGT YAC CT 55°C 10201040 oo
E (R) |antisense (R) [CCG TTG GAA GGT GTT CCACT 55°C | 1607-1587 P

* Cislovani dle sekvence kmene Hypr (U39292)
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Amplifikace probihala v termalnim cykleru (BIO-ER) podle nasledujiciho schématu:

1. denaturace 95°C/5min.

2. 30 opakovacich cykli: a) denaturace 94°C/30 sec
b) nasedani primert 55°C/30 sec
¢) elongace 72°C/1 min.

3. konecna elongace 72°C/5 min.

4. udrzovaci teplota 14°C

4.6 Separace PCR produktu gelovou elektroforézou

K produktu PCR bylo pfidano po 4 pl nanaseciho pufru (Fermentas) s 5x barvivem
Sybr Green | (Amresco). Vzorky byly naneseny na 1% piipadné na 1,7% agar6zovy-1x TAE
gel s 10 pl 1 kb velikostniho standardu (Fermentas). Elektroforeticka separace probihala 55
minut, pti 110 V v prostfedi pufru 1x TAE. Produkt byl vizualizovan pod UV svétlem.

4.7 Extrakce z gelu

Pro sekvenovani elektroforézou separovanych PCR produkti byly prouzky o
odpovidajici velikosti vyfezany z gelu Cistym skalpelem a nasledné purifikovany pomoci
komer¢nich kit : GFX™ PCR DNA and gel band purification kit (GE Healthcare) nebo GEL
EXTRACTION KIT QIAquick ® (QIAGEN) piesné podle instrukci vyrobce.

4.8 Purifikace PCR produkti

Pro sekvenovani byly pouzity i1 purifikované PCR produkty. Pied purifikaci byla
provedena kontrola pfitomnosti specifického amplifikovaného fragmentu elektroforézou (15
pul PCR produktu). Zbytek produktu (10 pl) byl purifikovan pomoci QIAquick PCR
Purification Kit ® (QIAGEN) pfesné podle instrukci vyrobce.

20



49 Sekvenace a zpracovani sekvenci

Fragmenty izolované z gelu piipadné purifikované PCR produkty byly analyzovany
piimou sekven¢ni analyzou provadénou na piistroji ABI PRISM 3130xI (Applied Biosystems)
v Laboratoii genomiky, ktera je spolecnou laboratofi Piirodovédecké fakulty JihoCeské
univerzity a Biologického centra Akademie véd Ceské republiky. Pro sekvenaci byly pouzity
stejné primery jako pro syntézu PCR produkti. PCR produkty byly sekvenovany z obou stran,
ziskané sekvence byly manualné zkontrolovany v programu Sequence Scanner 1.0 (Applied
Biosystems). Pomoci programu ContigExpress (Vector NTI Suite 5.5, Informax) byly
fragmenty sekvenci spojeny. Nasledné byly pomoci Clustal W vytvoieny alignmenty se
sekvencemi z databaze GenBank a provedena zakladni fylogenetickd analyza v programu
Mega 5.0 (Tamura et al., 2011).
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5 Vysledky

5.1 Aktivita kli§tat

Celkove bylo nasbirano 641 klist'at (569 nymf, 35 samic a 37 samcit), 361 v roce 2009 a

280 v roce 2010. Podrobné tdaje jsou uvedeny v Tab. 3. V ramci sbéru byla zachycena i

larvalni stadia | .ricinus. Pocet larev nebyl vzhledem Kk jejich agregovanému vyskytu

Stanovovan.

Ve vSech sbérech pocetné pievazovaly nymfy nad dospélci, samci a samice byli

zastoupeni piiblizné stejné¢ (Obr. 3). Nejvyssi aktivita |. ricinus byla zaznamenana v

ostruvkovitych porostech listnatych i jehli¢natych stromt, naopak téméf nulova aktivita

klistat byla zaznamendana na oteviené ploSe udrzovanych travnik.

Tab. 3: Populac¢ni aktivita klist'at (pocet klist'at za hodinu sbéru)

2009 2010
dospélci nymfy dospélci nymfy

duben 2 84 7 41
kvéten 2 59 17 75
cerven 26 79 3 60
cervenec 3 58 1 37
srpen 6 50 5 44
celkem 39 322 33 247

* pocet jedinct na 1 hodinu sbéru
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B nymfy
® sanmice

o samci

Obr. 3: Zastoupeni vyvojovych stadii z celkové nasbiranych klist'at

Maximalni aktivita v roce 2009 byla u nymf zachycena hned v dubnu u dospélct az v

kvétnu (Obr. 4). V roce 2010 dosahla aktivita nymf i dospélct vrcholu v kvétnu (Obr. 5).
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Obr. 4: Populacni aktivita klistat v roce 2009
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Obr. 5: Populaé¢ni aktivita klist'at v roce 2010

5.2 Detekce viru klist'ové encefalitidy

Na pfitomnost viru klistové encefalitidy (VKE) bylo pomoci RT-PCR vysetfeno

celkem 641 klistat. Pozitivni byly tfi smésné¢ vzorky (1z, 13z a 22) (Obr. 6). Pozitivni

vysledek byl u vSech tfi vzorkli nasledné potvrzen PCR se dvéma dalSimi dvojicemi primert

(1A/1B a 2A/2B) (Obr. 7). Minimélni infikovanost tak dosahla hodnoty 0,47 % (3 pozitivni

z celkovych 641 vysetfenych). Jednotlivé vzorky byly tvoteny smési z 20 klistat. Vzorek 1z

byl smési 9 nymf, 8 samic a 3 samctl, pochazejicich z cervnového sbéru roku 2009. Na

vzorek 13z bylo pouzito 20 nymf z ¢ervence roku 2009 a vzorek 22 byl tvofen 20 nymfami

sbiranymi v kvétnu roku 2010.
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Obr. 6: Priklad detekce viru klistové encefalitidy pomoci PCR, vzorek 1z (primery Er/Ef);
(S- standard 1kb; P-pozitivni kontrola; N-negativni kontrola; 1z-pozitivni vzorek)

Obr. 7: Priklad detekce viru klistové encefalitidy pomoci PCR, vzorek 1z (primery 1A/1B);
(S-standard; A2-126-pozitivni vzorek)

Ani jeden z pozitivnich vzorki z parku Stromovka vsak nebyl pfes opakované pokusy s
rtiznymi koncentracemi templatu GspéSné osekvenovan. Podaftilo se vSak ziskat nukleotidovou
sekvenci (1353 pb) ¢asti genu kddujicicho protein E ze vzorku A2-126 (Obr. 8) pochazejiciho
z klistéte z oblasti nedaleko Netolic. Tento vzorek mél plivodné slouzit ke srovnani sekvence

s naSimi pozitivnimi vzorky.
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968

|
ACGCTTCGCGTTGCACACACTTGGAAAACAGGGACTTTGTGACTGGTACTCAGGG
GACCACGAGAGTCACCTTGGTGCTGGAACTGGGTGGATGTGTTACTATAACAGCT
GAGGGGAAGCCTTCAATGGATGTGTGGCTTGACGCCATTTACCAGGAGAGCCCTG
CCAAGACACGTGAGTACTGCTTGCACGCCAAGTTGTCGGACACTAAGGTTGCAGC
CAGATGCCCAACGATGGGACCAGCTACTTTGGCTGAAGAACACCAGGGTGGCAC
AGTGTGTAAGAGAGATCAGAGTGATCGAGGCTGGGGCAACCACTGTGGACTGTT
TGGAAAGGGTAGCATTGTGGCCTGTGTCAAGGCGGCTTGTGAGGCAAAAAAGAA
AGCCACAGGACATGTGTACGACGCCAACAAAATAGTGTACACGGTCAAAGTCGA
ACCACACACGGGAGACTATGTTGCCGCAAACGAGACACATAGTGGGAGGAAGAC
GGCATCCTTCACAGTCTCTTCAGAGAAAACCATTCTGACTATGGGTGAGTATGGA
GATGTGTCCTTGTTGTGCAGGGTTGCTAGTGGCGTTGACTTGGCCCAAACTGTCAT
TCTTGAGCTTGACAAGACAGTGGAACACCTTCCAACGGCTTGGCAGGTCCACAGG
GACTGGTTCAATGATCTGGCTCTGCCGTGGAAACATGAGGGAGCGCAAAACTGG
AATAACGCAGAAAGACTGGTTGAATTTGGGGCTCCTCACGCTGTCAAGATGGACG
TGTACAACCTCGGAGACCAGACTGGAGTGTTACTGAAGGCTCTCGCTGGGGTTCC
TGTGGCACACATTGAGGGAACCAAGTACCACCTGAAGAGTGGCCATGTGACCTG
CGAAGTGGGACTGGAAAAACTGAAGATGAAAGGTCTCACGTACACAATGTGTGA
CAAAACAAAGTTCACATGGAAGAGAGCTCCAACAGATAGTGGGCATGATACAGT
GGTCATGGAAGTCACATTCTCTGGAACAAAGCCCTGTAGGATCCCAGTCAGGGCA
GTGGCACATGGATCTCCAGATGTGAACGTGGCCACGCTGATAACGCCAAACCCA
ACAATTGAAAACAATGGAGGTGGCTTCATAGAGATGCAGCTGCCCCCAGGGGAC
AACATCATCTATGTTGGGGAACTGAGTCATCAATGGTTCCAAAAAGGGAGCAGC
ATCGGAAGGGTTTTTCAAAAGACCAAGAAAGGCATAGAAAGACTGACAGTGATA
GGAGAGCACGCCTGGGACTTCGGTTCTGCTGGAGGCTTTCTGAGTTCAATTGGGA
AGGCGGTGCACACGGTCCTTGGTGGTGCTTTCAACAGCATCTTCG

|
2322

Obr. 8: Nukleotidova sekvence ¢asti genu kodujiciho protein E u vzorku A2-126 (celkem
1353 pb, pozice 968-2321 (¢islovani dle kmene Hypr)

Sekvence byla porovnana s dostupnymi sekvencemi v databazi NCBI GenBank, byl
vytvofen mnohonasobny alignment, vypocitany evolu¢ni vzdalenosti metodou ,,Maximum
Composite Likelyhood* a zkonstruovan fylogeneticky strom pomoci metody ,,Neighbor
Joining® (Obr. 9). Podpora jednotlivych vétveni (,,bootstrap test*, 1000 opakovani) je uvedena
pro hodnoty vyssi nez 50. Vzorek A2-126 byl podle o¢ekavani zafazen do skupiny kment
VKE evropského subtypu.
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Obr. 9: Fylogeneticky strom sestaveny na zaklad¢ porovnani 1348 pb dlouhého useku
kodujiciho virovy protein E. Vzorku A2-126 oznacen ¢ervenym obdélnikem
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6 Diskuse

Cilem této prace bylo stanoveni prevalence ptivodce klistové encefalitidy v klistatech
vektory prenaSenych nemocnéni ¢lovéka v Evropé a v mnoha ¢astech Asie (Gritsun et al.,
2003). Jedna se o nakazu typicky pfirodné ohniskovou, cirkulujici v pfirodé¢ mezi vektory a
hostiteli. Clovék je ndhodny hostitel, ktery se nakazi pti vstupu do ohniska. Dale plati, Ze
riziko nékazy clovéka je zavislé na mife jeho kontaktu s infikovanymi vektory, tedy na
aktivité klistéte, prevalenci patogenti v klistatech a aktivité¢ clovéka v dané oblasti (Randolph
2001; Siiss, 2003). V méstskych oblastech je aktivita ¢lov€ka pfirozené vysoka, proto jsme se
rozhodli zjistit, zda se v potencidlné vhodném méstském biotopu vyskytuji klistata a zda

mohou byt zdrojem nakazy ¢lovéka.

Z Ceskobudéjovického lesoparku Stromovka bylo ziskdano b&hem dvou let 641 klist'at
nymfalnich a dospélych stadii. Potvrzen byl i vyskyt velkého mnozstvi larev. Vyskyt nymf a
dospélcti by mohl byt zplsoben zanesenim (larev nebo nymf) na hostitelich, ale vyskyt larev
potvrzuje, ze se klistata v konkrétni oblasti mnozi a dlouhodobé ptezivaji - jedna se o stabilni

mistni populaci.

Nymfy byly zastoupeny ptiblizné 8 krat vice nez dospélci. Tento rozdil vyplyva z
ptirozené mortality jednotlivych stadii, ale mize se na ném podilet i slozeni hostitelské fauny.
Kazdé stadium totiz preferuje jiného hostitele. Larvy preferuji malé obratlovce (Matuschka et
al., 1991; Weidmann et al., 2006), pfipadné ptaky (Gregoire et al., 2002; Waldenstrom et al.,
2007), kterych je v méstském parku dostatek, zatimco nymfy a dospélci dévaji prednost
sttednim az velkym obratlovciim (Gern et al., 1997; Kiffner et al., 2011), kterych v parku neni
mnoho. Vyskyt larev svéd¢i o tom, Ze hostitelé umozinujici sani samic a piipadnou kopulaci,

se v parku alespon pfechodné vyskytuji.

Podstatné vice klistat bylo sesbirdno ze zalesnénych oblasti nebo s ostrivky stromt.
Obdobné vysledky byly ziskdny v méstskych oblastech Bonnu (Maetzel et al., 2005). Vyskyt
klistat v urbannich oblastech je pfimo spjaty s vyskytem parki a lesoparkt, kde jsou klist'ata
zastoupena ve veétSich poctech nez v centrech mést nebo sidlist’. Je to dano tim, Ze v parcich,
lesoparcich nebo zalesnénych oblastech muzZe klisté¢ realizovat cely sviy Zivotni cyklus

(Pejchalova et al., 2007; Gaumann et al., 2010).
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Ptitomnost viru klistové encefalitidy byla pomoci RT-PCR zjisténa u tii smésnych
vzorkll. BohuZzel se zZadny z pozitivnich vzorkli nepodatilo osekvenovat. Pozitivni vysledek
byl ovSem potvrzen s dal$imi dvéma nezavislymi pary primert, pficemz byly opét ziskany
produkty o ocekavané velikosti. Proto nepfedpokladame, ze by se jednalo o nespecifickou
amplifikaci. Byly pouzity rtizné metody pro prec¢isténi PCR produktu a byly testovany i rtizné
koncentrace templatu v sekvenacni reakci. Pfi¢inou byla nejspise degradace nebo nizka
kvalita templatové RNA. Moznym feSenim by bylo pouzit komercné dostupné ptipravky pro

uchovani izolované RNA.

V pripad¢é vzorku A2-126 byla ziskana 1348 pb dlouhd sekvence genu kodujiciho
virovy protein E. Na zaklad¢ fylogenetické analyzy byl tento vzorek zatazen podle o¢ekavani
mezi kmeny evropského subtypu, do blizkosti kment 235 a 166 pochézejicich taktéz z oblasti
jiznich Cech (Kiivanec et al., 1988; Riizek et al., 2006).

Minimalni infikovanost klistat virem klistové encefalitidy dosahla hodnoty 0,47 %.
Minimalni infikovanost (MIR - z anglického ,,minimum infection rate*) je vysledek vySetieni
smésnych vzorkli vice jedincl. Smésnych vzorkii se béZné pouzivd v piipadech, kdy
prevalence dosahuje tak nizkych hodnot, Ze pravdépodobnost vyskytu vice nez jednoho
pozitivniho jedince ve vzorku je dostatecné nizka (Venette et al., 2002; Siiss et al., 2004;
Gaumann et al., 2010). MIR je tedy hodnota prevalenci blizka. Prevalence VKE v Ixodes
ricinus se pohybuje mezi 0.2 az 3,4%. Proto je pravdépodobnost toho, Ze v pozitivnim poolu

je vic jak jedno klisté infikované, minimalni.

Virus byl v klistatech detekovan pomoci RT-PCR, kterd se bézné pro tyto ucely
pouziva (napt. Kreil et al., 1997; Morozova et al., 2002; Rudenko et al., 2004). Vyhodou této
metody je rychlost, nizky detekcni limit a ekonomicnost, nevyhodou je, Ze prokazuje pouze
vyskyt nukleové kyseliny. Nedostavame tedy informaci o tom, zda byl virus zivy, v jakém
mnozstvi se v klistéti vyskytoval nebo jak byl virulentni. DalSimi metodami pro detekci viru
klistové encefalitidy jsou ,,real-time*“ PCR (napt. Schwaiger a Cassinoti, 2003), umoziujici
kvantifikaci viru ve vzorku, izolace na sajicich myskach (napt. Hayasaka et al., 1999) ¢i
detekce viru na bunéénych kulturach (napt. Danielova et al., 2002). Velkou vyhodou dvou
posledné jmenovanych metod je, Ze je ziskan zZivy izolat, ktery mize byt podroben naslednym
testim virulence apod. Nevyhodou mohou byt etické otazky, technickd a finan¢ni narocnost,
vysoka pravdépodobnost kontaminace bunéénych kultur bakteriemi a plisnémi (GreSikova a

Kaluzova, 1997; Gdumann et al., 2010).
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Pravdépodobnym zdrojem infekce VKE v lesoparku Stromovka jsou mali hlodavci a
jezei, ktetfi jsou kompetentni pro prenos viru a jsou hostiteli obrovskych mnozstvi zejména
larvalnich a nymfalnich stadii klistat (Kiivanec et al., 1988; Weidmann et al., 2006).
Nekompetentni hostitelé pro pfenos patogent jsou velci savci, ktefi se v parku vyskytuji jen
nahodné. Na cirkulaci patogenti se muze v urbannich oblastech podilet i |. hexagonus

(Ktivanec et al., 1988; Gern et al., 1997).

Do méstského parku chodi velka ¢ast obyvatel travit svlij volny ¢as. Provozuje se zde
in-line brusleni, béhani, mi¢ové hry, ale také studium nebo ¢teni knih, sportovni rybafeni.
Vétsina téchto aktivit je spojena s rizikem nakazy klistovou encefalitidou. Specifickou
aktivitou je venceni psu, ktefi byvaji Castymi hostiteli klistat a mohou teoreticky transportovat
klistata zvenkovniho prostiedi do domécnosti. Urcité¢ riziko predstavuje i samotné
odstraiiovani klistat z domacich mazlickd, kdy hrozi pfi poSkozeni klistéte prenos patogeni
ptes drobné odérky v kazi, ¢i sliznice. Byly zaznamenany i piipady rozkousnuti nasatého

klistéte ze psa ditétem.

V souvislosti s vyskytem klist'’at v urbannich oblastech bylo popséano, Ze obecné vyssi
teplota v téchto mistech umoziuje klistatim aktivitu i v zimnim obdobi. Naptiklad ve studii
Dautela et al. (2008) byla v berlinském lese zaznamenéna aktivni klistata i béhem prosince,

ledna a unora.

V klistatech pochazejicich z urbannich oblasti byla detekovana fada dalSich patogent
¢loveéka: puvodci lymeské boreliozy (Borrelia burgdorferi s.l.), lidské granulocytarni
anaplazmézy (Anaplasma phagocytophilum) a babesiozy (Babesia microti) (Stanczak et al.,
2004; Pichon et al., 2006; Basta et al., 1999; Silaghi et al., 2008). Stejna klistata, ktera byla
V této praci testovana na ptitomnost viru kliStové encefalitidy, byla testovana kolegyni
Zuzanou Vavruskovou na ptfitomnost Borrelia burgdorferi sensu lato. Celkova prevalence

tohoto patogenu dosahla 7,1 % (Vavruskova, 2010).

Infekei klistovou encefalitidou lze predchazet ockovanim, pouzivanim repelentl a

dodrzovani zékladnich pravidel pii manipulaci s klist’aty.
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7 Zavér

Byla vypracovéna reSerSe k zadanému tématu vyskytu viru klistové encefalitidy
v urbanni oblasti Ceskych Budgjovic. Byla vysetiena klistata z lesoparku Stromovka. Tii
vzorky byly prokazany jako pozitivni na vyskyt viru klistové encefalitidy. U pozitivnich
vzorkl se nepodaftilo ziskat sekvence v dostatecné kvalité, ovSem byla ziskana nukleotidova
sekvence casti genu kodujiciho protein E u vzorku klistéte pochazejiciho z nedalekych

Netolic.

31



8 Seznam pouZité literatury

Allan B. F., Goessling L. S., Storch G. A., Thach R. E. (2010): Blood meal analysis to

identify reservoir hosts for Amblyomma americanum ticks, Emerg Infect Dis. 16(3): 433-40

Banzhoff A., Broker M., Zent O. (2008): Protection against tick.borne encephalitis (TBE)
for people living in and travelling to TBE-endemic areas, Travel Med and Infect Dis. 6: 331-
341

Basta J., Plch J., Hulinska D., Daniel M. (1999): Incidence of Borrelia garinii and Borrelia
afzelii in Ixodes ricinus Ticks in an urban environment, Prague, Czech Republic, Between
1995 and 1998, Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 18: 515-517

Bown K. J., Begon M., Bennett M., Birtles R. J., Burthe S., Lambin X., Telfer S.,
Woldehiwet Z., Ogden N. H. (2006): Sympatric Ixodes trianguliceps and Ixodes ricinus
ticks feeding on field voles (Microtus agrestis): potential for increased risk of Anaplasma
phagocytophilum in the United Kingdom?, Vector Borne Zoonotic Dis. 6(4): 404 -410

Boyard Ch., Vourc’h G., Barnouin J. (2008): The relationships between Ixodes ricinus an

small mammal species at the woodland- pasture interface, Exp Appl Acarol. 44: 61-76

Bradley C. A., Altizer S. (2006): Urbanization and the ecology of wildlefe diseases, Trends
Ecol Evol. 22(2): 95-102

Danielova V., Holubova J. (1991): Transovarial transmission rate of tick-borne encephalitis
virus in Ixodes ricinus ticks. V: Dusbanek F., Bukva V. (ed.): Modern acarology. Academia,
Prague and SPB Academic Publishing bv, The Hague, 2: 7-10

Danielova V., Holubova J., Daniel M. (2002): Tick-borne encephalitis virus prevalence in
Ixodes ricinus ticks collected in high risk habitats of the south-Bohemian region of the Czech
Republic, Exp Appl Acarol. 26(1-2): 145-151

Dautel H., Kahl O. (1999): Ticks (Acari: Ixodoidea) and their medical importance in the
urban environment, V: Robinson H., Rettich F., Rambo G. W. (ed.): Proceeding of the 3rd

international Conference on Urban Pests, Praha, Ceska republika

Dautel H., Dippel C., Kiimmer D, Werkhausen A., Kahl O. (2008): Winter activity of
Ixodes ricinus in a Berlin forest, Int. J Med Microbiol. 298: 50-54

32



Gaunt M.W., Sall A A., de Lamballerie X., Falconar A.K.l., Dzhivanian T.I., Gould E.
A. (2001): Phylogenetic relationships of flaviviruses correlate with their epidemiology,
disease association and biogeography, J Gen Virol. 82: 1867-1876

Géaumann R., Miihlemann K., Strasser M., Beuret C. M. (2010): High-throughput
procedure for tick surveys of tick-borne encephalitis virus and its application in a national
surveillance study in Switzerland, Appl Environ Microbiol. 76(13): 4241-4249

Gern L., Toutoungi L. N., Hu C. M., Aeschlimann A. (1991): Ixodes (Pholeoixodes)
hexagonus, an efficient vector of Borrelia burgdorferi in the laboratory, Med Vet Entomol.
5(4): 432-435

Gern L., Rouvinez E., Toutoungi L. N., Godfroid E. (1997): Transmission cycles of
Borrelia burgdorferi sensu lato involving Ixodes ricinus and/or I. hexagonus ticks ant the
European hedgehog, Erinaceus europaeus, in suburban and urban areas in Switzerland, Folia
Parasitol 44(4): 309-314

Gern L. (2008): Borrelia burgdorferi sensu lato, the agent of Lyme borreliosis: Life in the
wild, Parasite 15: 244-247.

Grard G., Moureau G., Charrel R. N., Lemasson J. J., Gonzalez J. P., Gallian P.,
Gritsun T. S., Holmes E. C., Gould E. A., de Lamballerie X. (2007): Genetic
characterization of tick-borne flaviviruse: new insights into evolution, pathogenetic

determinants and taxonomy, Virology 361(1): 80-91

Gregoire A, Faivre B., Heeb P., Cezilly F. (2002): A comparison of infestation patters by
Ixodes ticks in urban and rural populations of the Common Blackbird Turdus merula, Ibis
144: 640-645

Gresikova M., Kaluzova M. (1997): Biology of tick-borne encephalitis virus, Acta Virol. 41:
115-124

Gritsun T. S., Lashkevich V. A., Gould E. A. (2003): Tick-borne encefalitis, Antiviral Res.
57:129-146

Haglund M., Giinther G. (2003): Tick-borne encephalitis — pathogenesis, clinical course and

long-term follow-up, Vaccine 1: 11-18

33



Hayasaka D., Suzuki Y., Kariwa H., Ivanov L., Volkov V., Demenev V., Mizutani T.,
Gojobori T., Takashima 1. (1999): Phylogenetic and virulence analysis of tick-borne

encephalitis viruses from Japan and far-Eastern Russia, J Gen Virol. 80: 3127-3135

Horak I. G., Camicas J. -L., Keirans J. E. (2002): The Argasidae, Ixodidae and
Nuttalliellidae (Acari: Ixodida): a world list of valid tick names, Exp Appl Acarol. 28: 27-54

Hubalek Z. (2003): Emerging human infectious diseases: anthroponoses, zoonoses, and

sapronoses, Emerg Infect Dis. 9: 403 -404

Hubalek Z., Halouzka J., JuFicova Z. (2004): Borreliae in I1xodes ricinus tisks feeding on
humans, Med Vet Entomol. 18(3): 228 -231

Charrel R. N., et al. (2004): Tick-borne virus diseases of human interest in Europe, Clin
Microbiol Infect. 10: 1040-1055

Chomel B., Belotto A., Meslin F. -X. (2007): Wildlife, exotic pets and emerging zoonoses,
Emerg Infect Dis. 13(1): 6-11.

Kapikian A. Z., Shope R. E. (1996): Rotaviruses, Reoviruses, Coltiviruses and Orbiviruses,
In: Baron S, editor, Medical Microbiology. 4th edition. Galveston (TX): University of Texas
Medical Branch at Galveston, kapitola 64

Khouri C., Maroli M. (2004): The pigeon tick, Argas reflexus, and hazard for human healt,
Ann Ist Super Sanita 40(4): 427-432

Kiffner C., Lodige C., Alings M., Vor T., Riihe F. (2011): Attachment site selection of ticks
on roe deer, Capreolus capreolus, Exp Appl Acarol. 53(1): 79-94

Kimmig P., Hassler D., Braun R. (2003): Klist'ata: Nepatrné kousnuti s neblahymi
nasledky, PRAGMA, Praha, 114 s.

Kredba V., Ondracek, Sedlak J. (1970): Infek¢ni nemoci, AVICENUM, Praha, 291 s.

Kreil T. R., Zimmermann K., Burger I., Attakpah E., Mannhalter J. W., Eibl M. M.
(1997): Detection of tick-borne encephalitis virus by sample transfer, plaque assay and strand-
specific reverse transcriptase polymerase chain reaction: what do we detect?, J Virol Methods
68(1): 1-8

34



Kruse H., Kirkemo A. M., Handeland K. (2004): Wildlife as source of zoonotic infections,
Emerg Infect Dis. 10 (12): 2067-2072

Kiivanec K., Kopecky J., Tomkova E., Grubhoffer L. (1988): Isolation of TBE virus from
the tick Ixodes hexagonus, Folia Parasitol. 35: 273-276

K¥iZ B., Bene$ C. (2007): Extrémni vzestup incidence klistové encefalitidy v Ceské
republice v roce 2006, Zpravy CEM (SZU, Praha) 16(6): 269-274

K¥iZ B., Bene$ C., Daniel M. (2009): Alimentary transmission of tick-borne encefalitis in the
Czech Republic (1997-2008), Epidemiol Microbiol Immunol. 58: 98-103

Labuda M. (1979): Zivi proti zivym, ALBATROS, Praha, 153 s.

Labuda M., Austyn J. M., Zuffova E., Kozuch O., Fuchsberger N., Lysy J., Nuttall P. A.
(1996): Importance of localized skin infection in tick-borne encephalitis virus transmission,
Virology 219: 357-66

Lindgren E., Gustafson R. (2001): Tick-borne encephalitis in Sweden and climate change,
Lancet. 358: 16-18.

Maetzel D., Maier W. A., Kampen H. (2005): Borrelia burgdorferi infection prevalences in
questing Ixodes ricinus ticks (Acari: Ixodidae) in urban and suburban Bonn, western
Germany, Parasitol Res. 95(1): 5-12

Matuschka F. — R., Fischer P., Musgrave K., Richter D., Spielman A. (1991): Host on
which nymphal Ixodes ricinus most abundantly feed, Am J Trop Med Hyg 44(1): 100-107

Morozova O. V., Dobrotvorsky A. K., Livanova N. N., Tkachev S. E., Bakhvalova V. N.,
Beklemishev A. B., Cabello F. C. (2002): PCR detection of Borrelia burgdorferi sensu lato,
tick-borne encephalitis virus, and the human granulocytic ehrlichiosis agent in Ixodes
persulcatus ticks from Western Siberia, Russia, J Clin Microbiol. 40(10): 3802-3804

Nuttall P. A., Jones L. D., Labuda M., Kaufman W. R. (1994): Adaptations of arboviruses
to ticks, J Med Entomol. 31(1): 1-9

Nuttall P. A. (1999): Pathogen-tick-host interaction: Borrelia burgdorferi and TBE virus,
Zentralbl Bakteriol. 289 (5-7): 492-505

35



Oliver Jr.J. H., LinT., Gao L., Clark K. L., Banks C. W., Durden L.A., James A.M.,
Chandler Jr. F. W. (2003): An enzootic transmission cycle of Lyme borreliosis spirochetes
in the southeastern United States, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 100: 11642-11645.

Parola P., Raoult D. (2001): Tick-borne bacterial diseases emerging in Europe, 2001, Clin
Microbiol Infect. 7: 80-83

Parola P., Paddock Ch. D., Raoult D. (2005): Tick-borne rickettsioses around the world:
Emerging diseases challenging old concepts, Clin Microbiol Rev. 18: 719-756

Pejchalova K., Zikovska A., Mejzlikova M., Halouzka J., Dendis M. (2007): Isolation,
cultivation and identification of Borrelia burgdorferi genospecies from Ixodes ricinus ticks
from the city of Brno, Czech Republic, Ann Agric Environ Med. 14(1): 75-79

Perret J. - L., Rais O., Gern L. (2004): Influence of climate on the proportion Ixodes ricinus
nymphs and adults questing in a tick population, J Med Entomol. 41: 361- 365

Petersen J., Mead P. S., Schriefer M. E. (2009): Francisella tularensis: an arthropod-borne
pathogen, Vet. Res. 40:07

Pichon B., Kahl O., Hammer B., Gray J. S. (2006): Pathogens and host DNA in Ixodes

ricinus nymphal ticks from a German forest, Vector Borne Zoonotic Dis. 6(4): 382-387

Randolph S. E, Storey K. (1999): Impact of microclimate on immature tick-rodent host
interactions (Acari: Ixodidae): implications for parasite transmission, J Med Entomol. 36(6):
741-748

Randolph S.E. (2001): The shifting landscape of tick-borne zoonoses: tick-borne encephalitis
and Lyme borreliosis in Europe. Philos. Trans. R. Soc. Lond. B. Biol. Sci. 356: 1045-1056

Randolph S. E, Green R. M., Hoodless A. N., Peacey M. F. (2002): An empirical
quantitative framework for the seasonal population dynamics of the tick Ixodes ricinus, Int J
Parasitol. 32: 979- 989

Randolph S. E, Asokliene L., Avsic-Zupanac T. et al. (2008): Variable spikes in tick-borne
encephalitis incidence in 2006 independent of variable tick abundance but related to weather,
Parasit Vectors 1:44

36



Robertson S. J., Mitzel D. N., Taylor R. T., Best S. M., Bloom M. E. (2009): Tick-borne
flaviviruses: dissecting host imine responses and virus countermeasures, Immunol. Res. 43(1-
3): 172-186

Rudenko N., Golovchenko M., Cihlaifova V., Grubhoffer L. (2004): Tick-borne
encephalitis virus-specific RT-PCR—a rapid test for detection of the pathogen without viral
RNA purification, Acta Virol. 48(3): 167-171

RiiZek D., Kopecky J., Stérba J., Golovchenko M., Rudenko N., Grubhoffer L. (2006):
Non-virulent strains of TBE virus circulating in the Czech Republic. J Clin Virol. 36: S41

Sedlak E. (2005): Zoologie bezobratlych, MASARYKOVA UNIVERZITA BRNO, Brno,
337s.

Schmaljohn A. L., McClain D. (1996): Alphaviruses (Togaviridae) and Flaviviruses
(Flaviviridae), In: Baron S, editor, Medical Microbiology. 4th edition. Galveston (TX):

University of Texas Medical Branch at Galveston, kapitola 54

Schwaiger M., Cassinotti P. (2003): Development of a quantitative real-time RT-PCR assay
with internal control for laboratory detection of tick borne encephalitis virus (TBEV) RNA, J
Clin Virol. 27(2): 136-145

Silaghi C., Gilles J., Hohle M., Fingerle V., Just F. T., Pfister K. (2008): Anaplasma
phagocytophilum infection in Ixodes ricinus, Bavaria, Germany, Emerg Infect Dis. 14(6):
972-974

Spiewak R., Lundberg M., Johansson G., Buczek A. (2006): Allergy to pigeon tick (Argas
reflexus) in Upper Silesia, Poland, Ann Agric Environ Med. 13(1): 107-112

Stanczak J., Gabre R. M., Kruminis- Lozowska W., Racewicz M., Kubica-Biernat B.
(2004): Ixodes ricinus as a vector of Borrelia burgdorferi sensu lato, Anaplasma
phagocytophilum and Babesia microti in urban and suburban forests, Ann Agric Environ
Med. 11(1): 109-114

Stejskal V. (1995):Klist’ata, komafi, blechy, vosy a jini bodavi $ktidci ohrozujici zdravi,
SCRIPTUM, Praha, 64 s.

Siiss J. (2003): Epidemiology and ecology of TBE relevant to the production of effective
vaccines, Vaccine 21(1): 19-35

37



Siiss J., Schrader C., Falk U., Wohanka N. (2004): Tick-borne encephalitis (TBE) in
Germany-epidemiological data, development of risk areas and virus prevalence in field-
collected ticks and in ticks removed from human, Int J Med Microbiol. 37: 69-79

Siiss J., Klaus C., Gerstengarbe F. W., Werner P. C. (2008): What makes ticks tick?
Climate change, ticks, and tick-borne diseases, J Travel Med. 15(1): 39-45

Tamura K., Peterson D., Peterson N., Stecher G., Nei M., and Kumar S. (2011):
MEGADS: Molecular Evolutionary Genetics Analysis using Maximum Likelihood,
Evolutionary Distance, and Maximum Parsimony Methods, Molecular Biology and Evolution

(in press)

Tilly K., Rosa P. A., Stewart P. E. (2008): Biology of infection with Borrelia burgdorferi,
Infect Dis Clin North Am. 22(2): 217-234.

Uspensky 1. (2008): Ticks (Acari: Ixodoidea) as urban pests and vectors with special
emphasis on ticks outside their geographical range, V: Robinson W. M., Bajomi D. (ed.)
Proceedings of the Sixth International Conference on Urban Pests, Budapest, Mad’arsko

Vavruskova Z. (2010): Vyskyt klistat a jimi pfenaSenych patogenti v mestském parku
v Ceskych Budgjovicich, bakalatska prace na P¥F JCU v Ceskych Budg&jovicich, 38 s.

Venette R. C., Moon R. D., Hutchison W. D. (2002): Stategies and statistics of sampling for
rare individuals, Ann Rev Entomol. 44: 143-174

Volf P., Horak P. a kol. (2007): Paraziti a jejich biologie, TRITON, Praha, 318 s.

Waldenstrom J., Lundkvist A., Falk K. L., Garpmo U., Bergstrom S., Lindegren G.,
Sjostedt A., Mejlon H., Fransson T., Haemig P. D., Olsen B. (2007): Migrating birds and
tickborne encephalitis virus, Emerg Infect Dis. 13(8): 1215-1218

Weidmann M., Schmidt P., Hufert F. T., K¥ivanec K., Meyer H. (2006): Tick-borne
encephalitis virus in Clethrionomys glareolus in the Czech Republic, VVector Borne Zoonotic
Dis. 6(4): 379-381

World Health Organization (Regional office for Europe) (2004): The vector-borne human

infections of Europe: their distribution and burden on public health, Kodan, Dansko, 144 s.

38



internetové zdroje:

Statni zdravotni ustav Praha, [http://www.szu.cz/] (20.4.2011)

ICTVdB - The Universal Virus Database, version 4.,
[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/] (20.4.2011)

39



