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Souhrn

V letech 2005 a 2006 byly provadény periodické sbéry klistéte obecného Ixodes ricinus na ostrav-
skych haldach Oskar (A) a Emma (B), ¢asteéné porostlych vegetaci véetné dievin, a na kontrolni
lesni lokalité (C) u nedalekého mésta Hluéin. Pramérna frekvence klistat (pocet nasbiranych klis-
tat za hodinu vlajkovani) byla vysoka, na haldé A 35,3 nymf a 12,7 dospélcu, na haldé B 23,3 nymf
a 26,0 dospélcu, a na lokalité C 25,4 nymf a 16,8 dospélct. Mikroskopii v zastinu bylo na pritom-
nost borrelii Borrelia burgdorferi sensu lato vysetifeno z kazdé lokality 100 nymf a 100 dospélcu
(50 samic a 50 samct). Priamérna prevalence B. burgdorferi s.l. v klistatech byla na haldé A 10,0 %
u nymf a 12,0 % u dospélci, na haldé B 10,0 % u nymf a 24,0 % u dospélci, a na lokalité C byl ten-
to podil 13,0 % u nymf a 17,0 % u dospélcu. Rozdily v celkové prevalenci borrelii v klistatech mezi
haldami A nebo B a kontrolni plochou bez ohledu na stadium klistéte nebyly statisticky prukaz-
né, i kdyz dospéla klistata z haldy B obsahovala borrelie signifikantné ¢etnéji nez dospélci z hal-
dy A. Lokality se mezi sebou lisily ve frekvenci pramérného poctu klistat infikovanych borreliemi
za hodinu sbéru: na haldé A to bylo 3,3 nymf a 1,2 dospélci, na haldé B 1,5 nymf a 2,9 dospélct,
a na kontrolni lokalité 3,1 nymf a 2,6 dospélct. Izolaéni pokusy byly provedeny u 16 klistat s pii-
tomnosti vétsiho poctu spirochét, a u 8 z nich se podarilo vykultivovat borrelie, které byly pomo-
ci PCR-RFLP identifikovany jako B. garinii (3 izolaty: 1 Hluéin; 2 halda B), B. afzelii (4 izolaty:
1 halda A; 3 halda B) a B. burgdorferi s.s. (1 izolat halda A). Vysledky ponékud piekvapivé nazna-
¢uji, Ze ostravské haldy hlusiny, pokud jsou porostlé vegetaci véetné ditfevin a navs§tévovany lidmi,
mohou teoreticky piredstavovat piiblizné stejné potencialni riziko nakazy ¢lovéka lymskou borre-
liézou jako bézné lesni biotopy.

Kli¢ova slova: Ixodes ricinus — vysypky hlusiny - lymska borreliéza - riziko pienosu.

Summary

Jarosova V., Rudolf 1., Halouzka J., Hubalek Z.: Borrelia burgdorferi sensu lato
in Ixodid Ticks from Ostrava Slag Heaps

In 2005 and 2006, Ixodes ricinus ticks were collected on two slag (waste rock) heaps from coal
mines in the Ostrava area (North Moravia/Silesia, Czech Republic), Oskar (site A) and Emma (site
B), partially covered by vegetation including trees, and at a control forest site near Hluéin (site
C). The mean numbers of I. ricinus nymphs and imagoes flagged per person-hour were high: 35.3
nymphs and 12.7 imagoes, at site A, 23.3 and 26.0, respectively, at site B, and 25.4 and 16.8,
respectively, at control site C. Using dark-field microscopy, 100 nymphs and 100 imagoes (50
females and 50 males) from each site were examined for borreliae. The mean prevalence rates of
Borrelia burgdorferi sensu lato in nymphs and imagoes were 10.0 % and 12.0 %, respectively, at site
A, 10.0 % and 24.0 %, respectively, at site B, and 13.0 % and 17.0 %, respectively, at site C. Differences
in the prevalence of borreliae in nymphal and adult ticks from the slag heaps and control site
were insignificant, but adult ticks from site B compared to site A contained borreliae significantly
more frequently. The mean numbers of nymphs and imagoes infected with borreliae flagged per
person-hour were 3.3 and 1.2, respectively at site A, 1.5 and 2.9, respectively, at site B, and 3.1 and
2.6, respectively, at site C. Isolation experiments for borreliae were carried out only in 16 ticks
containing higher numbers of borreliae, with eight of these being culture-positive. The cultured
borreliae were identified by PCR-RFLP as B. garinii (3 isolates: two from site B, one from site C),
B. afzelii (4 isolates: one from site A, three from site B) and B. burgdorferi s.s. (one isolate from site
A). Surprisingly, the results suggest that slag heaps, when covered by woody vegetation and
frequented by humans, could theoretically pose roughly the same LB transmission risk to humans
as common forest biotopes.
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Lymska borreliéza (LB), jejimz ptvodcem je
Borrelia burgdorferi sensu lato [2], je jednou z nej-
vyznamnéjSich a nejhojnéjsich zoondz holarktické
oblasti [6, 28, 30, 31]. Komplex B. burgdorferi s.l.
zahrnuje t.¢. minimalné 12 genomickych druha
(genomospecies, nomenklatoricky nepiesné zva-
nych genospecies), které se ¢asteéné lisi také svou
ekologii, epidemiologii, mirou patogenity i klinic-
kym obrazem vyvolavané nemoci. Pro ¢lovéka
patogenni a LB prokazatelné vyvolavajici jsou
predevsim B. burgdorferi s.s., B. afzelii a B. gari-
nit, ojedinéle jsou vSak popisovany také piipady
LB vyvolané B. valaisiana a B. lusitaniae [3, 27].

V Ceské republice byly piipady LB ¢&lovéka
laboratorné (sérologicky) potvrzeny poprvé ve
druhé poloviné 80. let [4, 21], a borrelie pritomné
v tkanich pacient byly u nas pozorovany nedlou-
ho poté [15, 29]. V tomto obdobi byla také v Ces-
ku B. burgdorferi s.1. poprvé mikroskopicky dete-
kovana v klistatech Ixodes ricinus [20] a nasledné
z klistat izolovana [14]. LB je u nas nejhojnéjsi
klistaty prenosnou zoondzou: béhem let
1993-2007 bylo v CR hlaSeno primérné 3680
(rozsah 2138-6302) LB pripada ro¢né [18, EpiDat
— Statni zdravotni astav Praha]. V roce 1995 bylo
zaznamenano rekordnich 6302 piipadd onemoc-
néni, coz podle epidemiologti souviselo s nadnor-
malnim vyskytem klistat. Signifikantni vztah
mezi poetnosti nymf klistéte obecného a inciden-
ci LB byl prokazan napi. na jizni Moravé [12].

Ekosystém, v némz se vektor LB — klisté kom-
plexu Ixodes ricinus — pirevazné vyskytuje, jsou
listnaté a smiSené lesy mirného klimatického
pasu. Popsan je ovSem také casty vyskyt borrelii
v kligtatech evropskych méstskych parku [1, 7, 10,
19, 22-24]. Doposud vsak nebyla vénovana dosta-
tena pozornost moznosti vyskytu klistat infiko-
vanych borreliemi v tak vyhranéné antropogen-
nim biotopu, jaky piedstavuji odvaly karbonské
hlu$iny z éernouhelnych dold, které se nachazeji
napi. na Ostravsku. Mnohé z téchto ostravskych
hald byly sukcesné osidlovany vegetaci, a postup-
né se na nich objevovaly také nékteré druhy endo-
termnich obratlovct, potencialnich hostitela klis-
tat. Proto jsme se domnivali, Ze by se na haldach
mohla vyskytovat i klistata, pripadné nakazena
borreliemi. Klisté I. ricinus bylo ostatné trvale
nalézano na vysypkach hnédouhelnych dolti na
Mostecku zhruba 10 let po jejich rekultivaci [26].

Material a metody

Charakteristika lokalit

Vsechny 3 sledované lokality se nachazeji na tzemi Morav-
skoslezského kraje (obr. 1). V obdobi 1961-1990 byl na tomto
tzemi pramérny ro¢ni souhrn srazek 677 mm, pramérna tep-
lota vzduchu 8,6 °C, v mésicich biezen az listopad 11,7 °C.

o

V roce 2005 byla pramérné teplota vzduchu od b¥ezna do listo-
padu mirné nadnormalni (12,4 °C), a roéni souhrn srazek ¢inil
699 mm (adaje Ceského hydrometeorologického tistavu).

Sbéry klistat byly provadény na haldach patticich ke dveé-
ma méstskym ¢astem Ostravy, a na kontrolni lokalité u Hlu-
¢ina. Oba studované umélé biotopy odvald na tzemi Ostravy
vznikly relativné nedavno, kdy byla hlusina (odpad z tézby
¢erného uhli) navezena do ,hald“ a tyto haldy pak postupné
osidleny ptirodnim néletem dfevin anebo dievinami uméle
osazeny (rekultivovany).

Halda Oskar (lokalita A: 49°51’45” N, 18°14’10” E) je
vysypkou nepravidelného tvaru z byvalého dolu Oskar (pozdé-
ji pFejmenovaného na dual Lidice), ktery byl zaloZen v roce
1891 u zapadniho okraje obce Petikovice. Tézba uhli zde pro-
bihala v letech 1896-1967. Halda neni termicky aktivni, ma
rozlohu 2,2 ha a objem hlu§iny >1,5 mil. m3. Vysypka byla
rekultivovana, vegetaéni kryt je ptresto tvoren z velké Casti
prirodnim naletem dievin (obr. 2). V druhové skladbé pievla-
daji ve stromovém patru b¥iza bradavi¢naté, dub zimni a cer,
javor klen, lipa malolista, olse lepkavéa; v kefovém patru bez
ferny, liska. Bylinné patro je zastoupeno napt. druhy hluchav-
ka bila, kopiiva dvoudoma, sasanka hajni, jahodnik obecny.
Zdejsi faunu obratlovet — hostitela klistat — tvoii hrabo$ pol-
ni, nornik rudy, mysice kfovinna a lesni, rejsek obecny, jezek
vychodni, zajic, liska, prase divoké, srnec; z ptaka bazant obec-
ny, kukacka, drozd zpévny, kos, Cervenka, strnad obecny.
Z klistat jsme prokazali pouze druh klisté obecné (Ixodes rici-
nus).

Halda Emma (lokalita B, halda oznaéovana také jako Tere-
zie, Terezie-Emma ¢ Emma-Terezie: 49°50’23” N 18°18’54” E)
je byvalou vysypkou dolu Terezie (pFejmenovaného na dual Petr
Bezruc) a dolu Svaté Trojice, a nachazi se v oblasti na pravém
biehu fFeky. Oba doly byly zaloZeny ve 40. letech 19. stoleti, byly
posléze slouceny, a tézba v dolu Petr Bezrué¢ probihala az do
roku 1992. Haldu o rozloze asi 34 ha tvo¥i >4 mil. m3 slehava-
jici hlusiny. Tato vice nez 150 let stara halda je termicky aktiv-
ni, vyvéraji z ni bélostné oblacky plynt, obsahujici zejména
oxid siti¢ity. Diky tomu se také na vrcholu odvalu nikdy neu-
drzi snih. Vysypka byla rekultivovana: na severni strané je
husty les; jizni svah, ktery stale prohoiiva, je porostly Fidéeji
naletovymi d¥evinami (obr. 3). Halda je protkana nékolika zna-
Cenymi stezkami, a slouzi dokonce jako vyletni misto pro oby-
vatelstvo. V druhové skladbé pievladaji ve stromovém patru
btiza bradavi¢nata, dub zimni a cer, javor mlé¢, jasan ztepily,
jetab obecny; v kefovém patru bez ferny, liska, d¥in, lipa malo-
lista, svida. V bylinném patru jsou druhy koptiva dvoudoma,
svizel ptitula, netykavka malokvéta, staréek obecny, kaprad
samec a mnoho dalSich. Ze savcu se zde vyskytuje veverka,
hrabo§ polni, mySice kfovinna a lesni, rejsek obecny, jezek
vychodni, zajic; z ptakt napt. bazant, kos, drozd zpévny, Cer-
venka a strnad obecny. Z klistat jsme na lokalité zjistili pouze
klisté obecné.

Hluéin - porost Stipky (lokalita C: 49°55'25” N, 18°13’45”
E; 286 m n.m.). Les Stipky, ktery jsme zvolili za kontrolni
lokalitu, se nachazi asi 2 km od pfedmésti Darkovicky, a je
soutasti bazantnice v Silhetovicich. V druhové skladbé pie-
vladaji ve stromovém patru dub letni, zimni a cer, javor klen
a mlé¢, buk, biiza bradaviénata, habr, olSe lepkava, smrk,
jetab obecny; v kefovém patru pak bez éerny, liska, ostruzinik
kiovity a malinik. V bylinném patru jsou zastoupeny druhy
hluchavka bila, kopt¥iva dvoudom4, sasanka hajni, netykavka
malokvéta, tutice tieslicovita, kaprad samec a mnoho dalsich.
Ze savcu se bézné vyskytuji hrabo§ polni, nornik rudy, mySice
kiovinna, lesni a temnopéasa, veverka, rejsek obecny, krtek,
jezek vychodni, zajic, liska, prase divoké, srnec. Pohybuje se
zde velké mnozstvi bazanti a mnohé dalsi druhy ptaka napi.
kukatka, kos, drozd zpévny, ¢ervenka, st¥izlik, brhlik, sojka,
straka, strnad obecny. Z klistat se zde nachazi pouze druh
klisté obecné.
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Obr. 1. Mapka Ostravska (http:/supermapy.centrum.cz)
se tfemi krouzky vyznacdujicimi lokality sbéru (od severu
k jihu studijni plochy Hluéin, halda A, a halda B)

Fig. 1. Map of the Ostrava area (http:/supermapy.centrum.cz)
with three encircled tick collection sites (from North to South:
Hlué¢in, control site C, slag heap Oskar, site A, and slag heap
Emma, site B)

Obr. 3. Halda B (,Emma“), svahy

Fig. 3. Site B (slag heap Emma), slopes

Sbér klistat a jejich vySeti‘eni na borrelie

Sbér. Hladové nymfy a imaga klistéte obecného Ixodes rici-
nus byly sbirany vlajkovanim nizké vegetace pomoci bilé flane-
lové latky (60x100 cm) od dubna do za#i v letech 2005 a 2006,
a transportovany do laboratofe ve sklenénych zkumavkach
s korkovymi zatkami a nékolika vlozenymi listy travin proti

Obr. 2. Halda A (,Oskar)

Fig. 2. Site A (slag heap Oskar)

Obr. 4. Halda B (,Emma¥“), horni partie

Fig. 4. Site B (slag heap Emma), upper part

vyschnuti. Zkumavky s zivymi klistaty byly v laboratoii uchova-
vany pii 5 °C, a listy travin podle potfeby obmérnovany. Sbéry
klistat byly provedeny v 10 terminech: 4krat v roce 2005 a 6krat
v roce 2006, vSechny od dubna do ¢ervence; podzimni shéry neby-
ly uskuteénény vzhledem k nizké poletnosti klistat. Uhrnem
bylo na borrelie mikroskopicky vySetieno 600 klistat — po 200
kusech (50 samic, 50 samct a 100 nymf) z kazdé lokality.
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Tab. 1. Piehled pouzitych kontrolnich kment borrelii s ozna¢enim fragmenta vzniklych po restrikénim $tépeni PCR produktu
rrf (5S)-rrl (23S) [25]

Table 1. Control strains of 5 Borrelia species and lengths of restriction fragments of rrf (5S)-rrl (23S) intergenic amplicons [25]

Kmen Ger:l(:f:li::ky Zdroj Zemépisna oblast Donor Amplikon Fra(g];xll)t)anty
B31T B. burgdorferi s.s.| I scapularis Shelter Island (N.Y.) J.F.Anderson 254 bp |108, 51, 38, 29, 28
200477 B. garinii L. ricinus Bretan (Francie) I. Livey 253 bp 108, 95, 50
VS461T B. afzelii L. ricinus Valais (Svycarsko) I. Livey 246 bp 108, 68, 50, 20
VsSi116T B. valaisiana I ricinus Valais (Svycarsko) I. Livey 255 bp 175, 50, 23, 7
BR 41 B. lusitaniae I ricinus Valtice (CR) UBO AVCR 257 bp 108, 81, 39, 29

T typovy kmen piisluiného genomického druhu.
T type strain of the respective genomic species.

Mikroskopie. U jednotlivych klistat byla na mikroskopic-
kém podloznim sklicku idiosoma oddélena od gnathosomy
a koncetin pomoci preparac¢nich jehel. Vypreparované stievo
bylo rozmélnéno a stievni obsah homogenizovan v kapce ste-
rilnitho fyziologického roztoku, piekryt krycim sklickem
a vySetfen mikroskopii v zastinu p¥i zvétSeni 160krat
a 400krat. Prohlédnuta byla vzdy cela plocha preparatu,
a u pozitivnich vzorkt byly spirochéty spoéitany. Spirochéty
morfologicky shodné s borreliemi jsou povaZovany v této stu-
dii za Borrelia burgdorferi s.1., nebot nalezy spirochét jinych
nez néalezejicich ke komplexu B. burgdorferi s.l. v.nymfach
a dospélcich I. ricinus jsou ve stfedni Evropé zcela vyjimeéné
(a tudiz zanedbatelné).

Izolace a kultivace. Byla-li infekce borreliemi podle mik-
roskopického vysSetieni dostateéné intenzivni (>100 spirochét
v klistéti) nebo vykazovaly-li spirochéty vyraznou motilitu,
bylo ptistoupeno k izolaénimu pokusu. Homogenat stieva klis-
téte byl z kryciho i podlozniho sklicka smyt do malé (3 ml)
sklenéné zkumavky s médiem BSK-H (Sigma, Némecko) s pii-
davkem fosfomycinu (100 ug/ml) a rifampicinu (50 ug/ml). Ve
zvlastnich piipadech (pii rezistenci kontaminanty) byl pouzit
také sulfametoxazol (50 ug/ml) a trimetoprim (10 ug/ml) (Sig-
ma, USA). Inokulaty byly inkubovany az 4 tydny pii 33 °C,
prubézné mikroskopicky kontrolovany, a pozitivni vzorky
pasazovany do éerstvého kompletniho média BSK-H doplné-
ného antibiotiky. Izolované kmeny byly pro uchovani zmraze-
ny v plastovych kryozkumavkach (Nunc, Dansko) v médiu
BSK-H s piidavkem 10% dimetylsulfoxidu (Sigma) jako kry-
oprotektiva pti teploté —60°C, piipadné i v kapalném dusiku
pii —196 °C.

Identifikace borrelii (PCR a polymorfismus délky
restrikénich fragmentt, RFLP). Spirochetalni buriky urce-
né pro izolaci DNA byly kultivovany do logaritmické faze ras-
tu, zkoncentrovany centrifugaci (8500 g, 30 min, 4 °C), 2krat
promyty sterilnim fyziologickym roztokem centrifugaci za
stejnych podminek, resuspendovany v odpovidajicim mnozstvi
sterilniho fyziologického roztoku (cca 0,5ml), a zmrazeny pii
-20 °C. Bakterialni DNA byla izolovana pomoci DNeasy® Tis-
sue Kit (Qiagen, Némecko) pfesné podle navodu dodavaného
vyrobcem. Takto p¥ipraveny vzorek DNA byl uchovavan p¥i
—20 °C, a pouzit jako templat pro PCR. Primery byly vybrany
tak, aby doslo k amplifikaci variabilniho regionu mezi dvémi
konzervovanymi strukturami, 3> koncem 5S rRNA (rrf) a &
koncem 23S rRNA (rrl). Amplifikované fragmenty jsou u raz-
nych kmenu borrelii dlouhé 226 az 266 bp [25]. Byly ptipra-
veny vzorky nasich izolatt a také typovych kment borrelii,
které byly pasadzovany a uchovavany na oddéleni medicinské
zoologie UBO AVCR ve Valticich (tab. 1). V PCR byl pouzit
2krat koncentrovany PPP Master Mix (Top-Bio, CR): 15 mM
Tris-HCI (pH 8,8); 40 mM (NH,),SO,; 0,02% Tween 20; 5 mM
MgCl,; 400 uM dATP, dCTP, dGTP, dTTP; 100 U/ml Taq purp-

le DNA polymerazy; aditiva, stabilizatory. Reakéni smés o cel-
kovém objemu 25 ml se skladala z PPP Master Mix, PCR H,0,
primert (Invitrogen, USA) o koncentraci 20 pmol, a templato-
vé DNA. Program termocykleru PTC-200 (MJ Research, USA)
zahrnoval celkem 30 cykla s etapami 1 min/94 °C; 1 min/52
°C; a 2 min/72 °C. Izolace DNA, ptiprava PCR smési, vlastni
amplifikace stejné jako post-PCR kroky probihaly oddélené
(¢asoveé i prostorové) kvili zamezeni mozné zk¥izené kontami-
nace vzorku.

Amplikon mezernikového tiseku mezi geny rrf a rri byl dale
Stépen restrikénim enzymem Msel (New England Biolabs,
USA), ktery rozklada DNA v cilovém misté 5- T|TAA- 3’; 3-
AAT1T- 5 [25]. Po restrikénim $tépeni PCR produktu byla
provedena elektroforéza vzorka v aparatuie Biorad (Biorad
Laboratories, USA) v 3% agarézovém gelu (Invitrogen, USA)
pii pouziti 0,5krat TBE pufru (SERVA, Némecko) za stan-
dardnich podminek (napéti 70 V, 18 mA, 2,5 h). Gel byl barven
ethidium bromidem (Top-Bio, CR), a amplifikovana DNA byla
analyzovana pod UV svétlem v transluminatoru (Ultra-Cam,
USA). Vizualizovana DNA byla zpracovana dokumentaénim
systémem Ultra-Cam (USA).

Kvantitativni adaje a jejich statistické zpracovani

Abundance klistat a borrelii byly vyjadifeny indexy:

1) Frekvence klistat (F) - pramérny pocet klistat za hodi-
nu sbéru vlajkou (neboli ,na vlajkohodinu“). Charakterizuje
momentalni pocetnost klistat na lokalité.

2) Prevalence borrelii (P) - primérny podil klistat s bor-
reliemi z celkového poctu vySetienych.

3) Frekvence pozitivnich klistat (Fp) — prumérny pocet
klistat s borreliemi za hodinu vlajkovani; Fp =FxP [13].

Pro hodnoceni statistické priukaznosti rozdila v proporcich
(8etnosti) podle tabulek 2x2 nebo 2x3 byl pouzit %2 test (pro-
gram SOLO 4.0, BMDP Statistical Software, California, USA).

Vysledky

Pocetnost klistat

Celkova praumérna frekvence klistat/h byla na
kontrolni lokalité 25,4 nymf a 16,8 dospélci; na
haldé A 35,3 nymf a 12,7 dospélcti; a na haldé B
23,3 nymf a 26,0 dospélcu (tab. 2). Ze vSech 3 loka-
lit byla nejvyssi frekvence nymf na haldé A pii sbé-
ru dne 30.4.2005 (62,0), na haldé B 13.5.2005
(43,0), a v Hlué¢iné 16.4.2006 (rovnéz 43,0). Frek-
vence dospélct na haldé A byla nejvyssi pii sbé-
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Tab. 2. Frekvence klistat (F, pocet klistat/h), prevalence borrelii v nich (P, poet pozitivnich/poéet vysetfenych klistat), a frek-
vence pozitivnich klistat (Fp, poéet pozitivnich klistat/h) na 3 lokalitach Ostravska; nt, netestovano

Table 2. Numbers of flagged ticks per person-hour (F), Borrelia prevalence rates (P = number of Borrelia-positives /number of
investigated ticks), and numbers of flagged Borrelia-positive ticks per person-hour (Fp) at 3 sites in the Ostrava area; nt, not

tested
Nymfy Samice Samci

Hluéin F P F, F P F, F P F,
17.4.2005 37,5 4/32 4,69 3 1/6 0,5 1,5 0/3 0
22.4.2005 36 nt nt 3 1/3 1 5 0/5 0
30.4.2005 31 nt nt 11 3/9 3,67 12 1/9 1,33
13.5.2005 34 nt nt 12 nt nt 13 nt nt
7.4.2006 7 17 1 0 nt nt 3 0/3 0
16.4.2006 43 5/28 7,68 4 1/4 1 14 0/14 0
28.4.2006 42 2/21 4 10 1/5 2 14 3/7 6
20.5.2006 10 0/8 0 5 2/5 2 13 1/4 3,25
17.6.2006 4 1/4 1 13 3/13 3 17 0/5 0
18.7.2006 9 nt nt 5 0/5 0 9 nt nt
Pramér 25,35 13,0% 3,06 6,60 24,0% 1,65 10,15 10,0% 1,32
Halda A F P F, F P F, F P F,
17.4.2005 44,7 0/28 0 0,67 0/1 0 1,33 1/2 0,75
22.4.2005 44 0/4 0 2 0/2 0 3 1/3 1
30.4.2005 62 0/10 0 4 0/4 0 3 0/3 0
13.5.2005 41 nt nt 10 2/8 2,5 12 nt nt
7.4.2006 27 3/13 6,23 7 0/7 0 6 0/6 0
16.4.2006 45 3/15 9 0/5 0 12 1/12 1
28.4.2006 24 0/8 0 10 0/5 0 12 0/6 0
20.5.2006 35 3/12 8,75 11 2/11 2 10 1/9 1,11
17.6.2006 25 1/10 2,5 4 0/4 0 8 3/8 3
18.7.2006 5 nt nt 3 1/3 1 3 0/1 0
Pramér 35,30 10,0% 3,31 5,67 10,0% 0,55 7,03 14,0% 0,76
Halda B F P F, F P F, F P F,
17.4.2005 31,3 2/28 2,24 1,33 0/2 0 6 2/9 1,33
22.4.2005 25 nt nt 14 nt nt 16 4/14 4,57
30.4.2005 35 nt nt 13 nt nt 15 3/13 3,46
13.5.2005 43 nt nt 19 nt nt 26 nt nt
7.4.2006 3 1/3 1 5 1/5 1 11 2/11 2
16.4.2006 18 1/16 1,12 12 5/12 5 14 nt nt
28.4.2006 28 0/3 0 18 2/9 4 38 nt nt
20.5.2006 30 6/30 6 11 3/11 3 16 nt nt
17.6.2006 11 0/11 0 10 2/10 2 9 0/3 0
18.7.2006 9 0/9 0 1 0/1 0 5 nt nt
Pramér 23,33 20,0% 1,48 10,43 26,0% 2,14 15,60 22,0% 2,27

rech 13.5.2005 a 28.4.2006 (pokazdé 22/h), na hal-
dé B 28.4.2006 (56/h), a v Hluéiné 17.6.2006 (30/h).
Sezonalita klistat I. ricinus byla posouzena pomoci
hodnot jejich frekvence na vSech 3 lokalitach
béhem mésicd duben—Cervenec 2006: maximum
frekvence nymf bylo na haldé A v dubnu (38/h), na
haldé B v kvétnu (30/h) a na lokalité C v dubnu
(81/h); maxima frekvence dospélci bylo dosaZeno
na haldé A v kvétnu (22/h), na haldé B jiz v dubnu
(33/h), a na lokalité C az v éervnu (30/h).

Prevalence borrelii v klistatech

Prevalenci ukazuje rovnéz tab. 2. Celkova pra-
mérna prevalence B. burgdorferi s.l. v klistatech
byla 11,0 % u nymf a 17,7 % u dospélct. Na loka-
lité A bylo pozitivnich 10,0 % samic, 14,0 % sam-
cu a 10,0 % nymf; na B 26,0 % samic, 22,0 % sam-
cu, 10,0 % nymf, a na kontrolni lokalité 24,0 %
samic, 10,0 % samct a 13,0 % nymf. NejvyS$si pro-
cento pozitivnich dospéled, jak samic tak samecn,
bylo tedy zaznamenéno na haldé B. Pomoci y2 tes-
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Tab. 3. Kategorie klistat podle poctu zjisténych borrelii. Z kazdé ze 3 lokalit bylo vySetfeno 100 nymf, 50 samic a 50 samct

Table 3. Distribution of ticks by number of detected borreliae. A total of 100 nymphs, 50 males and 50 females from each of sites
A, B and C were investigated. C, Hlu¢in (control site)

Lokalita Hluéin Halda A Halda B

Borrelii: 1-9 10-99 > 100 1-9 10-99 >100 1-9 10-99 > 100
Nymfy 2 7 1 3 7 0
Samice 2 1 2 1 7

Samci 3 3 2 3

Tab. 4. Prehled kment borrelii izolovanych z klistat Ixodes
ricinus na Ostravsku

Table 4. Borrelial strains isolated from Ixodes ricinus ticks at
three sites of the Ostrava area

Izolat |Sex| Lokalita | Datum | Genomicky
BRV2 | M | Hlutin |28.4.2006 | B. garinii
BRV4 | F | HaldaB |205.2006| B afselii
BRV5S | F | HaldaA |205.2006| B afselii
BRV9 | M | HaldaA | 17.62006 |5 bursdorfer:
BRVI0 | M | HaldaB |205.2006| B garinii
BRVI1 | M | HaldaB |2052006| B afselii
BRVI2 | M | HaldaB |28.4.2006| B. garinii
BRVI4 | M | HaldaB |28.4.2006| B afseli

tu nebyl zjistén prakazny rozdil v prevalenci bor-
relii mezi samicemi a samci v dhrnu (2 = 1,12; P
= 0,289), ani na zadné ze 3 lokalit. Byla v8ak zjis-
téna prukazné vyssi celkova prevalence borrelii
u dospélct nez u nymf klistat (y2 = 5,43; P =
0,020), ktera byla velmi vyrazna zejména u Kklis-
tat z haldy B (%2 = 6,94; P = 0,008). Dospé&la klis-
tata z haldy B obsahovala také borrelie prakazné
(x2 = 4,88; P = 0,027) &etnéji (24,0%) nez dospélci
z haldy A (12,0%), ostatni rozdily v prevalenci
mezi lokalitami u imag ani u nymf prikazné
nebyly.

Pocetnost infikovanych klistat

Pramérna frekvence klistat s borreliemi ,za
vlajkohodinu“ byla na kontrolni lokalité 3,1
nymf, 2,6 dospélci (1,6 samic a 1,3 samct); na
haldé A 3,3 nymf, 1,2 dospélcu (0,6 samic, 0,8
samct); a na haldé B 1,5 nymf, 2,9 dospélct (2,1
samic, 2,3 samct). Nejvyssi frekvence pozitivnich
nymf (tab. 2) byla na haldé A p#i sbéru 16.4.2006
(9,0), na haldé B 20.5.2006 (6,0), a v Hluéiné
16.4.2006 (7,7). Frekvence pozitivnich dospélct
byla nejvyssi na haldé A pii sbéru 20.5.2006
(3,1), na haldé B 16.4.2006 (5,0), a v Hlué¢iné
28.4.2006 (8,0).

Pocéty borrelii v klistatech

Klistata byla rozdélena podle poctu zjisténych
borrelii do 3 skupin (tab. 3). Nejvice dospélcu
obsahujicich >100 borrelii bylo nasbirano na hal-
dé B. Nymf obsahujicich >100 borrelii bylo jen
nékolik, a nymf's 10-99 borreliemi bylo nejvice na
kontrolni lokalité C.

Izolace a identifikace borrelii

Z 16 izolaénich pokust v médiu BSK-H bylo
aspésnych 8 pokusu (tab. 4). Amplifikaci pomoci
PCR primert byl ziskan u vzorka pozitivnich na
pritomnost amplikonu B. burgdorferi s.l. frag-
ment o velikosti 226-266 pb, ktery byl dale $tépen
restriktazou Msel. Separaci produktu Stépeni na
3% agarbzovém gelu byly ziskany fragmenty, kte-
ré byly porovnany s jiz publikovanymi restrikéni-
mi vzory [25]. Izolat BR-V2, ktery pochazel z loka-
lity Hluc¢in, byl identifikovan jako B. garinii.
Izolaty BR-V5 a BR-V9 z lokality A byly identifi-
kovany jako B. afzelii a B. burgdorferi s.s. Z haldy
B pochazely vzorky BR-V4, BR-V10, BR-V11, BR-
V12 a BR-V14. Ve tiech pripadech byla identifi-
kovana B. afzelii a ve dvou pripadech B. garinii
(tab. 4).

Diskuse

Tato studie byla zaméiena na opakovany sbér
klistat v antropogenné narusenych ekosystémech
ostravské aglomerace (2 starsi haldy) a na kon-
trolnim nenaruSeném biotopu smiSeného lesa
(Hluéinsko). Vybrané lokality jsou od sebe vzdale-
ny <10 km. Pii vybéru hald se muselo piihlizet
jak k jejich dostupnosti, tak k mozZnosti provadét
sbéry. Halda A (Oskar) se nachazi na okraji més-
ta, v jeji blizkosti jsou lesy a pole, a proto se u ni
predpokladalo vétsi druhové zastoupeni hostitela
a tedy i vétsi frekvence zachytu klistat nez u hal-
dy B (Emma), ktera se nachazi v blizkosti centra
mésta Ostravy. To ovSem bylo potvrzeno pouze
u nymf, zatimco dospélych klistat bylo vice na
haldé B. Pocetnost klistat mezi lokalitami byla
rozdilna, a vcelku vyrazné prevySovaly nymfy
nad dospélci.
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Distribuce LB je vazana na vyskyt klistéte
obecného a byva proto spojena s lesnimi biotopy,
av8ak riziko nakazy predstavuji také napt. mést-
ské parky (viz dvod). Nékteré studie uvadéji, ze
v méstskych parcich dosahuje pozitivita klistat az
30 % u dospélcu a 14 % procent u nymf — napt.
v Brné [10]. V literatufe jsme ovSem nenalezli
praci, ktera by se zabyvala vySetfenim na borre-
lie klistat z rekultivovanych hald hlu§iny z cer-
nouhelnych dola. Nase nalezy prekvapivé ukazu-
ji, Ze 1 v tomto extrémnim antropogennim biotopu
se klistata obsahujici borrelie vyskytuji, a to
s pocetnosti, ktera dosahuje abundance v bioto-
pech prirozenych.

Vsechny sbéry byly uskuteénény v mésicich
duben az ¢ervenec. Podzimni sbéry nebyly prova-
dény vzhledem k nizké pocetnosti klistat v této
dobé. V popisu sezonality frekvenci se zaméirujeme
pouze na rok 2006, ponévadz v r. 2005 byly prove-
deny jen 4 jarni sbéry. Maximalni po¢etnost nymf
byla zjisténa na lokalité Hluéin a na haldé
A v dubnu, zatimco na haldé B v kvétnu. AvSsak
maximalni podéetnosti dospélctt bylo dosaZeno
u Hlué¢ina v ¢ervnu, na haldé A v kvétnu, na haldé
B v dubnu. Zda se, Ze na haldach je sezénni vyvoj
klistat rychlejsi, pravdépodobné diky teplejSimu
mezoklimatu odvalt (zvlasté na haldé Emma). Na
haldé A a také na haldé B béhem letnich mésicu
klesala pocetnost jak dospélcti tak i nymf. To odpo-
vida studii, ve které v jarnich mésicich byla pocet-
nost klistat (dospélct i nymf) maximalni a v nésle-
dujicich mésicich klesala [13].

Pramérna prevalence B. burgdorferi s.l.
v I ricinus v Evropé dosahuje 1,9 % u larev,
10,8 % u nymf a 17,4 % u dospélca [9] a lisi se
podle metod pouzitych k detekci. Kultivace v BSK
médiu je méné citlivd metoda nez mikroskopie (v
zastinu ¢i fazovém kontrastu) a PCR [5, 9]. V nasi
studii byla celkova primérna prevalence B. burg-
dorferi s.]. v klistatech 11,0 % u nymf a 17,7 %
u dospélct, coz zcela odpovida celoevropskému
pruaméru, a nelisi se nijak vyznamné od dat uve-
denych v jinych pracech uskuteénénych na tizemi
Ceska. Napi na jizni Moravé byla zjisténa preva-
lence u nymf 17,2 % a u dospélct 23,2 % [11], na
Olomoucku u nymf 7,0 % a u dospélca 11,8 % [17],
v Praze 8,2 % u nymf a 15,9 % u dospélcu [23].
V nasi studii byla zjisténa prakazné vyssi celkova
prevalence borrelii u dospélcti nez u nymf klistat,
ktera byla velmi vyrazna zejména u klistat z hal-
dy B. Je mozné, ze mikroklima tohoto termicky
aktivniho odvalu p#iznivé ovliviiuje vyvoj klistat
i borrelii, zejména v chladnéjsich obdobich roku.
Rozdily v prevalenci borrelii v klistatech mezi
kontrolni plochou a haldami nebyly statisticky
prukazné.

Lokality se mezi sebou mirné ligily v indexu
pramérného poctu klistat infikovanych borrelie-

o
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mi za hodinu sbéru: nejvyssi frekvence pozitiv-
nich nymf byla na haldé A (9,0) a nejvétsi frek-
vence pozitivnich dospélct v Hluéiné (8,0),
a obecné byla nejvyssi frekvence pozitivnich
klistat v kvétnu. Mira rizika, jakou piedstavuje
pocet infikovanych klistat za hodinu pro poten-
cialni navstévniky daného stanovisté, je vysoka
piredevsim u nymf na kontrolni lokalité a haldé
A, a u dospélcti na haldé B, kde mtzZeme v pru-
méru kazdych 20 min narazit na infikované
klisté. Mira rizika je nejvys$si u haldy B, na kte-
ré se vyskytovalo nejvice dospélych klistat obsa-
hujicich >100 borrelii. Nymf obashujicich >100
borrelii bylo jen nékolik, a nymf obsahujicich
10-99 borrelii bylo nejvice na kontrolni lokalité
Hluéin.

Pro identifikaci spirochét druhového komplexu
B. burgdorferi s.1. se uspésné pouziva PCR ampli-
fikace rrf (6S)-rrl (23S) intergenového mezerniku
(‘spaceru’) a nasledné analyzy tohoto amplikonu
pomoci RFLP [25, 31], coZ bylo potvrzeno i v nasi
studii, v niz bylo pomoci této techniky urceno
v8ech 8 ziskanych izolata. Izolat z kontrolni loka-
lity C byl identifikovan jako B. garinii, izolaty
z haldy A jako B. ajzelii a B. burgdorferi s.s.,
a mezi kmeny pochazejicimi z haldy B byla ve
trech ptipadech identifikovana B. afzelii a ve
dvou pripadech B. garinii. Toto zastoupeni jedno-
tlivych genomickych druht je typické pro Evropu,
v niz prevazuji genomické druhy B. garinii
(39,7%) a B. afzelii (37,1%), méné byva zastoupe-
na B.burgdorferi s.s. (15,9%) [8]. Frekvence
vyskytu B. burgdorferi s.s. se obecné snizuje od
zapadu k vychodu, v Ceské republice neni nijak
Casta, a nevyskytuje se v Rusku [8, 25, 27]. Geno-
mospecies B. valaisiana a B. lusitaniae jsou dale-
ko méné obvyklé, i kdyz byly zaznamenany
i v zemich stiedni Evropy: B. valaisiana i u nas
[16] a na Slovensku [5], a B. lusitaniae v Portu-
galsku [3], na Ukrajing, v Ceské republice [11,16]
a na Slovensku [5].
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