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Prukaz Borrelia, Anaplasma, Bartonella a Rickettsia sp.
v klistatech Ixodes ricinus v roce 2007 a 2008 v prazskych parcich
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— Souhrn « Summary

Celkem jsme v roce 2007 vySetfili 1048 jedinct klistéte Ixodes ricinus z toho 935 ze sbéri vlajkovanim
v prazskych parcich a 114 jedincl ze zdkusu na ¢lovéku. V roce 2008 jsme vySetfili 364 jedincl z toho 277 ze
sbéru a 86 sejmutych z lidi. Promofenost kliStat pivodcem lymeské borreliézy v roce 2007 byla 9,7 %, zjisténa
v temném poli a v 13 % byla prokdzdna DNA pomoci PCR. V roce 2008 byla promofenost klistat vyssi, 14 %
v temném poli a 20 % pomoci PCR. Klistata sejmuta po zdkusu na lidech byla infikovana v 7 %. Pfitomnost
Anaplasma phagocytophilum, Bartonella sp. a Rickettsia sp byla prokdzana pomoci polymerdzové fet€zové
reakce a kontrolovana sekvenci geonomu u 11,3-11,8 % klistat. Spiroplasma rodu Babesia byla zji§téna v 7,4 %
u samic I. ricinus. KliStata sejmuta z lidi byla infikovana borrelii v 6,5 % a anaplasmou v 1,5 %.
Pravidelnymi sbéry v jednotlivych mésicich r. 2007 a 2008 na jedné lokalité v Praze 10 jsme ovéfili zmény
vyskytu riznych stadii klistéte a jejich ménici se nakazu riznymi agens v zavislosti na teploté a vyvoji. K rlstu
bakterii Borrelia a Anaplasma sp. ve stievé kliStéte je zapottebi urcité doby s vyssi teplotou. Nejmensi pocet
infikovanych klistat byl v srpnu 2007 a 2008, kdy se z velké vétSiny vyskytovaly pouze larvy.

pokracovdni str. 168 J

167




ZPRAVY EPIDEMIOLOGIE A MIKROBIOLOGIE (SZU, PRAHA) 2009; 18(5)

In 2007, 1048 Ixodes ricinus ticks were investigated: 935 of these were collected by flagging in Prague parks
and 113 were ticks attached to the human skin. In 2008, 364 ticks were investigated, i.e. 277 and 87 ticks
collected by flagging and from humans, respectively. In 2007, the causative agent of lyme borreliosis was
detected in 9.7% of ticks in dark field and in 13% of ticks in DNA by PCR. In 2008, higher positivity rates were
found, i.e. 14% and 20%, respectively. Seven percent of ticks obtained from humans were infected. Anaplasma
phagocytophilum, Bartonella sp. and Rickettsia sp. were detected by PCR and sequence analysis in 11.3% -
11.8% of ticks. Spiroplasma of the genus Babesia was detected in 7.4% of I. ricinus females. The ticks collected
from humans were infected by Borrelia in 6.5% and by Anaplasma in 1.5%.

Regular monthly flagging was performed in one locality in Prague 10 in 2007 and 2008 to obtain data on the
incidence of different stages of ticks and rates of infection by different agents depending on temperature and
season. To grow in the tick intestine, Borrelia and Anaplasma need higher temperature for a certain period of
time. The lowest numbers of infected ticks were found in August 2007 and 2008 when mostly tick larvae were

collected.

Zpravy EM (SZU, Praha) 2009; 18(4): 167-171.
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UvVOD

V soucasnosti dochazi k vyznamnym zmé&ndm v epidemi-
ologii borreliézy v Ceské republice. Vlivem zvyseni mnoZ-
stvi travnatych ploch a poklesem zemédé€lské pidy do-
chazi k ristu populace hlodavct, stoupa stav vysoké zvére,
bazZantl a u nas hnizdicich ptakt. Celkové globalni pro-
jasnéni, zvySeni délky slunecniho svitu a tim i teploty pfi-
nasi zvyseni aktivity rezervoarovych hostitelt i klistéciho
vektora. Nemaly vliv mé zvySeny vyskyt toulavych kocek
a pst, opusténych majiteli v dobé krize na malych més-
tech. V diagndze borreliozy rocné pfibyvaji neurologické
piipady i neobjasnéné horecnaté stavy po kliStéti. Lze se
domnivat, Ze oteplovanim k nam pfichéazi i dalsi bakteri-
alni a virové infekce prenasené klistaty ve stfedozemni
a balkanské oblasti, pfedevsim bakterie Celedi Rickettsia-
cae. Jsou mizivé informace o prevalenci Ehrlichia canis,
Anaplasma phagocytophilum, Rickettsia conori, R. hel-
vetica, Bartonella henselae, B. clarridgeiae nejen u nas,
ale i v celé Evropé. Proto jsme zkoumali pfitomnost né-
kterych z téchto agens u klistat v prazskych parcich.

MATERIAL A METODY
Klistata
V roce 2007 jsme vySetfili 1049 kliStat Ixodes ricinus,
z nich 935 bylo ze sbéru, provadéném vlajkovanim v praz-
skych parcich a pfilehlych oblastech. Celkem z nich bylo
404 dospélci, 516 nymf a 15 larev. V roce 2007 bylo pfi-
neseno zijemci o vySetfeni po zdkusu na ¢lovéku. celkem
114 jedinct klist™at a 86 jich bylo v r. 2008. V tomto sou-
boru bylo 98 nymf (49 %), 85 dospé€lcl (42,9 %) a nejmé-
né 15 larev (7,5 %). Na vybrané lokalité v Praze 10, bliz-
ko Hostivarské piehrady, byly provadény periodické sbéry
klistat od tinora do listopadu 2007. Celkem z této lokality
pochézelo 114 klistat (61 nymf, 40 dospélct, 13 larev),
ziskanych v roce 2007.

V roce 2008 bylo vySetfeno 364 klistat, 278 jedincl
pochazelo ze sbéru klistat z prazskych parki. Z nich bylo

132 dospélcii, 110 nymf a 35 larev. 86 klistat bylo ze za-
kusu na c¢lovéku.

Klimatické udaje

Informace o teplotach a srdzkach v jednotlivych mésicich
roku 2007 jsme Cerpali z databaze Prazského ekologické-
ho monitorovaciho a informa¢niho systému PREMIS
http://www.premis.cz/PremisGUI/Meteorology/
MonthGraph.aspx

Metody

Mikroskopie v temném poli

Alkoholem a ve sterilni vodé omyté klisté bylo rozmac-
kané v 0.5 mL zkumavce a obsah doplnén 50 pL sterilnim
PBS. Mezi jednotlivymi klistaty byly néstroje vyZihany
a dezinfikovany. Z kazdé zkumavky bylo vySetieno v tem-
ném poli 2 x 4.5 uL vzorku, pokrytého 18x18 mm krycim
sklickem. Jako pozitivni byl hodnocen vzorek, ve kterém
bylo vice nez 1000 borrelii/mL pfepocteno ze vzorce: pocet
spirochét ku poétu prohlidnutych poli x 3.81 x 10° = po-
et spirochét/mL. Nejmensi koncentrace je 9.5 x 10* spi-
rochét/mL. Tato koncentrace koresponduje 1 Borrelia v 40
prohlédnutych polich.

Pritkaz specifické genomové DNA

Pfiprava DNA z klistat byla provadéna komerénim kitem
QIAGEN QIAamp DNA Mini Kit podle protokolu vyrob-
ce pro izolaci DNA z tkéni, s tim rozdilem, Ze po 3 hod
v pufru QIAGEN ATL pfi 56 °C byl vzorek v izola¢nim
pufru QIAGEN AL inkubovan 20 minut pfi 70 °C. Vysra-
Zend a promytd DNA byla uvolnéna z kolonek 100 uL
elu¢niho pufru AE. Béhem zkouSek byla DNA uchovédna
pti teploté 4 °C, dlouhodobé v kryozkumavkach (Eppen-
dorf) pti -78 °C az -80 °C. Koncentrace smési nukleovych
kyselin bez pouziti RN4zy byla 20-30 ug/1 mL. Komecni
kit QIAGEN HotStarTaq Master Mix byl zvolen pro PCR
s horkym startem. V reakci byly pouZity genomové rodo-
vé a druhové specifické nukleotidy podle T. Marconiho,
1992 [1]. Pro identifikaci Borrelia spp. byl pouZit real-
time PCR s primery recA. v LightCycleru (Roche). Pro
identifikaci DNA Anaplasma byly pouzity nukleotidy pod-
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le E.O. Engvallové, 1996 [2], vysledky byly verifikovany
v LightCycleru dle D. Hulinské 2004 [4] a dale s pouZi-
tim komeréniho PCR kitu firmy GENEKAM KO97
k priikazu DNA A. phagocytophilum. K prikazu specific-
ké DNA Bartonella sp. byly uZity rodové specifické nuk-
leotidy podle E.B.Breitschwerdta, 1998 [3] a pro Light-
Cycler gltA primery [5], pro Rickettsia sp. primery OmpB
a OmpA dle Raux and Rault, 2000 [5] a pro rod Babesia
nukleotidy podle B.Skotarczaka, 2004 [6]. Vysledky byly
verifikovany komer¢nim kitem nested PCR firmy GENE-
KAM K 022 a kit K 078 k prukazu Babesia gibsoni a Ba-
besia bovis.

Postup pro pfipravu mixu pro PCR a RT-PCR reakci
byl stejny jak uvadi autofi s tim, Ze jsme predradili jeden
cyklus pro horky start 15 minut pti 95 °C a posledni krok
v 72 °C jsme prodlouZili o 5 min. Produkt byl elektrofo-
reticky separovan v 1% agar6zovém gelu a porovnan v UV
svétle s DNA markrem (Sigma) a proti pozitivni a nega-
tivni kontrole.

VYSLEDKY

VySetreni klistat v roce 2007

V roce 2007 bylo v celém souboru vysetfeno 1049 kusi
klistat. Vétsina klistat byla ziskdna sbérem, 114 klistat bylo
ze zékusu. Nejvice, 935 klistat bylo z prazskych parkd.
Mikroskopii v temném poli jsme vySetfili vSech 935 je-
dinct, a z nich pomoci PCR byla vysetfena genomova
DNA Borrelia burgdorferi u 199 klistat, Anaplasma pha-
gocytophilum u 119, Bartonella sp. u 53 jedinct, Rickett-
sia sp.u 58 a Babesia sp. u 55 klistat. Celkem bylo 9,7 %
klistat pozitivnich na pfitomnost spirochét v temném poli.
Mensi c¢ast klistat vySetfenych pomoci PCR na pfitom-
nost DNA Borrelia burgdorferi s.1. byla pozitivni v 13 %,
DNA Anaplasma phagocytophilum, Bartonella sp. se vy-
skytla v 11,8 % a v 11,3 %. Pozitivni vyskyt Babesia sp.
a Babesia divergens ukazuje tabulka 1.

Tabulka 1: VYSETRENI KLISTAT NA RUZNE PATOGENNI AGENS

v roce 2007
Druh vySetfeni vypéﬁie;ni negativni | pozitivni | %
Zastin - spirochéty 935 844 9N 9,7
PCR Borr. burgdorferi 199 103 26 13,0
PCR Ana. phagocytophilum | 119 105 14 11,8
PCR Bartonella sp. 53 47 6 11,3
PCR Babesia sp. 55 51 4 7,3

Pozitivita klistat podle lokalit v roce 2007

Vysetfeni kliStat v zastinu ukazalo, Ze vyS$si pozitivita byla
u 11-12 % klistat z Prahy 10, PoCernicich, v Prokopském
udoli a na PraZacce a nejvyssi 15 % v Kunraticich. Poziti-
vita pod 4 % byla zjisténa v Radotiné a ve Stromovce.
Procento pritomnosti borrelii v kli§tatech v jednotlivych
lokalitach kolisalo. Vysledky jsou ukdzany v tabulce 2.

Tabulka 2: POZITIVITA ZASTINEM VYSETRENYCH KLISTAT
v jednotlivych mistech sbéru

Misto pocet negativni | pozitivni | procento
shéru klistat vysledek | vysledek | pozitivity
Kunratice 213 180 33 15,4
Praha 10 114 94 13 12,1
Hostivar 95 88 7 74
Sarka 92 85 7 7,6
Stromovka 68 66 2 2,9
Mili¢ov 63 59 4 6,3
Prazacka 62 55 7 11,3
Petfin 57 52 5 8,8
Radotin 45 42 2 45
Prokopské udoli 44 39 5 11,4
Klanovice 26 24 2 7,7
Kelnerka 22 21 1 45
PoCernice 17 15 2 11,8
Letna 17 16 1 5,9
Celkem 935 91 9,7

PCR pozitivita klistat v raizném obdobi roku 2007

Pozitivita klistat, vySetfenych pomoci PCR na Borrelia
sp. byla 13 %. Nejvyssi pozitivita v PCR na pfitomnost
B. burgdorferi s.] byla shodné s vysledky v zastinu zazna-
mendana v dubnu, kdy byl pocet pozitivnich nalezii dvoj-
ndsobny neZ v dalSich mésicich. Nejniz§i zachyt pozitiv-
nich klistat na B. burgdorferi s.l. byl v srpnu. Pozitivita
klistat vySetfenych PCR na DNA Anaplasma phagocyto-
philum byla nejvyssi v kvétnu, kdy byl pocet az devitini-
sobny oproti ostatnim mésicim roku. NejniZ$i pocet po-
zitivnich kliStat na Anaplasma byl v srpnu. Ve sbéru po
10 jedincich toto zjiSténi znazorniuje graf 1. Celkem v sou-
boru bylo 11,8 % klistat pozitivnich na Anaplasma sp.
a 11,3 % Kklistat obsahovalo DNA Bartonella, prokdzané
téZ v real-time PCR (viz graf 2).

Graf 1: POZITIVITA DNA Borrelia burgdorferi s-1. (BB)
a Anaplasma phagocytophilum (HGE) u klistat
ve shérech po 10 jedincich od bfezna do srpna v r. 2007

Na grafu 2 je prezentovana pozitivita kliStat na pfi-
tomnost Bartonella henselae a Rickettsia sp. v roce 2007.
Vysoce specificky vysledek real-time PCR v LightCykleru
ukazuje pomoci zmén fluorescence (zdpornd derivace)
v zéavislosti na zméné teploty v kazdém denaturacnim kro-
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ku 40 amplifikaci za 30 minut piky teploty tani 86 °C pro
Bartonella a 86,7 °C pro Rickettsia, které ukazuji stejnou
teplotu tani gltA amplionil jako v kontrolni DNA. Silné
linie pikd znac¢i pozitivni amplikony, tenké linie jsou ne-
gativni vzorky.

Graf 2: POZITIVITA KLISTAT na pfitomnost Bartonella henselae
a Rickettsia sp. v roce 2007
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DNA prvoka Babesia (pti 55 vySetfenich) byla proka-
zéna u 7,3 % klistat, jak ukazuje tabulka 1. Ve dvou pfipa-
dech byla sekvenci amplikonu zjiSténa DNA druhu Babe-
sia divergens na dvou lokalitach, kterd byla pozitivni tézZ
v komer¢nim kitu K078.

Vyskyt vyvojovych stadii na vybrané lokalité v r. 2007
Z celkového poctu 114 jedinct 1. ricinus sbiranych na jed-
né lokalité (Praha 10) v roce 2007 bylo 42 dospélct (36,8 %)
61 nymf (53,5) a nejméné bylo larev 13 (11,4 %). V prvni
poloviné roku bylo nejvice dospélych klistat. Od fijna jiz
nebyli nalezeni dospélci. Nejvétsi pocet samic byl v dubnu.
Pocet nymf kolisal v jednotlivych sbérech s maximem
v dubnu a f{jnu. Nejvice nymf z celkového poctu bylo zis-
kano v fijnu. Larvy se vyskytly pouze ve dvou letnich
meésicich v Cervenci a v srpnu. Rok 2007 byl jiZ od zacat-
ku nezvykle teply. Mésic pfed maximalnim vyskytem nymf
a dospélcti bylo dostatek sraZzek. Mésic bfezen byl pomér-
né chladny, byly i sraZky sn€hové. Naproti tomu v dubnu
byly jiZ maximalni teploty nezvykle vysoké (kolem 25 °C),
ale prakticky beze srazek. V kvétnu sraZek pribyvalo a tep-
loty byly vysoké. V mésicich, kdy se objevily larvy byly
teploty >22 °C a bylo dostatek srdzek. To jsou nezbytné
podminky pro lihnuti larev. Vylihlé larvy uprostfed 1éta
se Castecné stacily pfeménit v nymfy a to jeSté na podzim
ve stejném roce.

PCR pozitivita klistat na vybrané lokalité v roce 2007
Ze 114 Klistat vSech vyvojovych stadii z jedné lokality bylo
16 jedinci (14,3 %) pozitivnich na genomovou DNA
B. burgdorferi s.1. a u 11 klistat ze 107 vySetfenych byla
identifikovana genomovd DNA A. phagocytophilum.
(10,2 %).

Z 16 pozitivnich kliStat na DNA Borrelia sp. bylo 7 do-
spélych samic, 8 nymf a jen 1 larva. Dospéla kliStata ob-
sahovala DNA Borrelia v 16 %, nymfy v 13 % a larvy
v 8 %. Anaplasma sp. z 11 pozitivnich kliStat byla u 8
(72,7 %) dospélych klistat au 3 (27,2 %) nymf. V larvich
nebyla DNA Anaplasma zjiSténa.

Vyseti'eni klistat v roce 2008

V roce 2008 bylo mikroskopii v temném poli vySetfeno
277 klistat. Z vybrané lokality v Praze bylo vysetfeno
pomoci PCR 87 klistat (35 nymf, 40 dospélct, 12 larev)
na B. burgdorferi s.1. a 50 na ptfitomnost genomové DNA
Anaplasma phagocytophilum, genomové DNA Bartonel-
la sp a prvokt rodu Babesia. Na rozdil od roku 2007 vy-
Setfeni kliStat v zastinu ukdzalo vétsi rozdily v ndkaze bor-
reliemi v jednotlivych lokalitach. Zatimco na jedné lokalité
(Praha 10) byla klistata nakaZena borreliemi v 20 %,
v Klanovicich a na Letné jsme nezjistili v kvétnu ndkazu
viibec. V Hostivati a v Sarce byla podzimni nékaza KIi3-
tat vyssi (11 a 16%) neZ na jafe (6,5%). Celkove byla ale
podzimni ndkaza kliStat shodné s rokem 2007 niZsi. Nej-
vice pozitivnich klistat s obsahem DNA Borrelia sp.
(14 %), shodné s vyskytem Anaplasma sp. v 8 % bylo
v kvétnu (graf 3). Anaplasma byla u klistat pouze na jate
a nebyla zjiSténa na podzim. V Zadném klistéti jsme ne-
prokédzali DNA Bartonella nebo Babesia spp. ani na vy-
brané lokalité v Praze 10.

Druhé maximum infekce Borrelia sp. u klistat v roce
2008 bylo jesté v zafi, jak ukazuje graf 4, ale nebyla jiz
zjisténa Anaplasma sp.

Pozitivita PCR klistat na jedné lokalité v roce 2008

V roce 2008 bylo vySsetieno 87 klistat z jedné lokality a 18
jich bylo pozitivnich (20 %) na geonomovou DNA Borre-
lia sp. a u 7 byla zjisténa genomovad DNA A. phagocyto-
philum (8 %). Z 18 pozitivnich klistat bylo 11 samic a 7
nymf. Anaplasma byla prokdzéna pouze u dospélca, tj.
u 5 samic a 2 samct.

Graf 3: PROCENTO POZITIVNICH KLISTAT
na rlizné agens v roce 2008
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Graf 4: POCET POZITIVNICH KLISTAT
na Borrelia a Anaplasma sp. ve sbérech
po desiti jedincich v mésicich duben az fijen v roce 2008
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Graf 5: SOUVISLOST VYSE TEPLOTY A MAXIMALNICH SRAZEK
v mm a pozitivity DNA Borrelia sp. v klistéti v roce 2008
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Vyvoj infikovanosti klistat v lokalité

v jednotlivych mésicich

Pocet pozitivnich klistat stoupa zhruba za mésic po krat-
$im (cca 14 dni) suchém obdobi. Tak tomu bylo v letech
2007 i 2008. Nejvétsi vyskyt borrelii byl v dubnu 2007
a v kvétnu 2008, ktery nasledoval po prakticky srdzkové
minimalnim dubnu. U ptivodce Anaplasma sp. v kliStatech
byl ve sledované lokalité kvéten absolutnim vrcholem
vyskytu v letech 2007 i 2008. K rtstu bakterii Borrelia
a Anaplasma sp. ve stievé klistéte je zapotiebi urcité doby
s vys§i teplotou i pfi srdzkovém minimu (viz graf 6). Ulo-
Zenim materidlu s rickettsiemi do vlhké komurky na né-
kolik dni Lenette, 1974 [5] se zvySuje uspéSnost kulti-
vace.

Graf 6: SEZONNI VYSKYT Anaplasma phagocytophilum (HGE)
v zévislosti na srazkach a teploté v r. 2008
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Zakus klistat u pacientu

Vysetfili jsme celkem 114 klistat odstranénych z ktize po
zéakusu v roce 2007 a 86 v roce 2008. Zakus byl ve vétsi-
né pripadi krat$i nez 24 hodin. Nejvice zakust bylo u Zen
(96x), mén€ u muzt (74x) a nejméné (30x) u déti, vetsi-
nou predskolniho véku. Pozitivita prisatych klistat na Bor-
relia v naSem souboru byla 7%. Pozitivita klistat pfisa-
tych u muzi byla nejvyssi a to 9,4 %, u Zen 6,2 % a nejnizsi

byla u déti, 3,3 %. Pouze jedenkrat jsme v klistéti od dité-
te po 48 hodinach sani zjistili vice neZ 1000 B. garinii
/ 1mL. Metoda PCR pro zjiSténi borrelii a vira v kliStéti
ma vyzkumny charakter a neni vhodna k indikaci 1é¢by,
vzhledem k jeji vysoké citlivosti.

ZAVERY

Nakaza klistat riznym patogennim agens zavisi na teplo-
té a na jejich vyvojovém stddiu. Zatim co larvy prenaseji
rizna agens minimalné a néktera agens vibec ne, dospélé
samice a samci, zvIasté na jare, mohou prenést i vice agens
najednou. V teplém roce i srazkové pod normélem, miiZe
klist€ cely generacni vyvoj prodélat jiz v jednom roce,
coZ je nebyvalé a domnivame se, Ze to je vlivem oteplo-
vani. Zavérem zduraziiujeme, Ze nase sluzba mikrosko-
pické detekce Borrelia v kliStéti neni vétSinou indikaci
k zajistovaci 1écbe antibiotiky, doporucované v USA, pro-
toZe pfenos infekce z Ixodes ricinus zavisi na velikosti
invazni davky (poctu spirochét i vir), dobé prisati kliste-
te, virulenci i vyvoji agens v aktivni formu i na individu-
alni ochrané kiiZe jedincii. Navic viry se neléci antibioti-
ky a je proti nim vakcina.
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