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v hematofagnich clenovcich na Breclavsku v roce 2022

Mravcova K."", Zadrazilova S." ? Vic¢kova I.*3, Orlikova H.""*4, Maly M."3, Kyn¢l J.">4,
Mendel J."”", Hubalek Z."", Sikutova S."", Rudolf ."“1:2

Ustav biologie obratlovc(i AV CR, v. v.i., Brno

2Ustav experimentalni biologie, Pfirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita, Brno
3Statni zdravotni Ustav, Praha

“Ustav epidemiologie a biostatistiky, 3. IékaFska fakulta, Univerzita Karlova, Praha

SOUHRN

Tularemie je zoondza, jejiz plivodcem je Francisella tularensis, gramnegativni aerobni bakterie patfici do tfidy Gammaproteobacteria
a Celedi Francisellaceae. Navzdory skutecnosti, ze F. tularensis mize mit vyznamny dopad na zdravi ¢lovéka, existuje o aktudlnim
vyskytu tohoto patogenu v rdznych hematofagnich ¢lenovcich pouze velmi malo udaja. Cilem studie bylo provést rozsahly
molekularni screening rdznych potencidlnich hematofagnich vektord: klistat (4348 jedinct druht Ixodes ricinus, Dermacentor
reticulatus a Haemaphysalis concinna), komar( (4100 jedincd druhu Aedes vexans) a muchnicek (6900 jedinct Simulium spp.) na
pfitomnost F. tularensis na Breclavsku v roce 2022. Pozitivni byly pouze 2 vzorky, které obsahovaly DNA specifickou pro F. tularensis
subsp. holarctica. Oba vzorky pochézely z klistéte D. reticulatus a to jak po infestaci srnce, tak jednoho smésného vzorku nasbiranych
klistat (n = 10). Oba pozitivni vzorky byly sekvenovény a byla potvrzena pfitomnost F. tularensis subsp. holarctica. Pfitomnost
F. tularensis v komdrech a muchni¢kach nebyla prokazana.
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ABSTRACT

Mravcova K., Zadrazilova S., VIckova I., Orlikova H., Maly M., Kynél J., Mendel J., Hubalek Z., Sikutova
S., Rudolf l.: Occurrence of Francicella tularensis subsp. holarctica in haematophagous arthropods in
the Breclav district in 2022

Tularemia is a zoonosis caused by Francisella tularensis, a gram-negative aerobic bacterium belonging to the class of
Gammaproteobacteria and the family Francisellaceae. Despite its undeniable importance for human health, there is little data
on the current distribution of F. tularensis in various hematophagous arthropods. The aim of this study was to perform a mass
molecular screening of different possible hematophagous vectors: ticks (4348 ticks of the species Ixodes ricinus, Dermacentor
reticulatus, and Haemaphysalis concinna), mosquitoes (4100 specimens of Aedes vexans), and blackflies (6900 specimens of the
Simulium spp.) for the presence of F. tularensis in the Bfeclav district in 2022. Only two specimens were positive for the specific
DNA of Francisella tularensis subsp. holarctica. Both samples originated from D. reticulatus, one collected from infested roe deer
and the other included in a pooled sample (n = 10). Both positive samples were sequenced, and the presence of F. tularensis subsp.
holarctica was confirmed. In addition, the absence of F. tularensis in mosquitoes and black flies was documented.
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uvoD

Francisella tularensis je obligatné aerobni, gramnega-
tivni, intracelularni, nesporulujici bakterie, nalezici do
kmene Pseudomonadota, tfidy Gammaproteobacteria
a celedi Francisellaceae, kterd zpUsobuje akutni one-
mocnéni - tularemii neboli zaje¢i nemoc. Nakaza se
vyskytuje sezonné s nejvyssim poctem piipadd v pozd-
nich jarnich mésicich, béhem léta az do za¢atku podzi-
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mu [1, 2]. Bakterie mUze infikovat Sirokou skalu hostitel(i
véetné bezobratlych, ptakd (stéhovavi pobiezni ptaci)
a savcl [3]. Za nejvyznamnéjsi savci hostitele jsou viak
povazovani zastupci fadu zajicovci (Lagomorpha) a hlo-
davci (Rodentia) [4]. Jako vektofi hraji vyznamnou roli
v pfenosu hematofagni ¢lenovci, a to pfevazné klistata.
Role dalsich zastupc hematofagnich ¢lenovct (prede-
vsim komarU) pfi biologickém prenosu F. tularensis neni
dosud zcela zifejma [4]. Mezi dalsi zpUsoby prenosu
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fadime nakazu aerogenni cestou, alimentarni prenos
nebo nakazu pfimym kontaktem [4]. Mezilidsky pfenos
nebyl dosud zaznamenén [5]. Diky mnoha faktordm
virulence, pomérné snadnému Sifeni a nedostupnosti
vakcinace predstavuje tularemie potencionalni bio-
teroristickou zbran [6]. Jsou popsany ctyfi poddruhy
tohoto patogenu: F. tularensis subsp. tularensis (typ A),
F. tularensis subsp. holarctica (typ B), F. tularensis subsp.
mediasiatica a F. tularensis subsp. novicida [4]. Typy
A a B jsou povazovany za nejdilezitéjsi z hlediska pato-
genity pro ¢lovéka (vice virulentni typ A prevlada v Se-
verni Americe, mirné;jsi typ B se objevuje predevsim
v Eurasii). Klinické pfiznaky tularemie souviseji prede-
vsim se vstupni branou patogenu, stupném virulence
a imunitnim stavem pacienta. Na zakladé mista vstupu
a klinickych projevu rozliSujeme 4 formy onemocnéni,
a to ulceroglandularni/okuloglandularni, pulmonarni,
stfevni/abdominalni a nejméné castou septickou [7].
Kazda z forem tularemie muze byt doprovazena kom-
plikacemi, které mohou vést k sekundarni sepsi, zapalu
plic, popfipadé meningitidé.

Cilem prace bylo zmapovat s vyuzitim molekularnich
metod aktualni vyskyt F. tularensis subsp. holarctica
u hematofagnich ¢lenovctd (klistat, komar(l a much-
nicek) na vybranych lokalitdch Breclavska. Vzhledem
k nartstu ulceroglanduldrni formy onemocnéni po sani
klistétem je nezbytné ziskat recentni data o skute¢né
prevalenci F. tularensis v klistécich vektorech a soucas-
né objasnit moznou roli dalsich zéstupcl hematofag-
nich ¢lenovct jako jsou komafi a muchnicky pfi vekto-
rovém prenosu F. tularensis na nasem Uzemi.

MATERIAL A METODY

Sbér klistat, komarG a muchnicek a lokality sbéru
Sbér klistat

Sbér klistat byl provddén metodou vlajkovani. Odchyt
probihal v [été a na podzim roku 2022 na lokalitach Lad-
nd, Podivin (Janlv Hrad), Lanzhot (obora Soutok), Val-
tice (Rendezvous, Zahradky, Piskovna) a obora Soutok
(Pohansko, Strosflek). Jiz pti sbéru byla klistata tfidéna
a separovana dle druhu (Ixodes ricinus, Dermacentor re-
ticulatus, Haemaphysalis concinna), vyvojového stadia
(nymfa, dospélec) a pohlavi (samec, samice). Do zku-
mavky bylo ke ¢lenovclim umisténo stéblo travy, aby
nedochdzelo k jejich vysychani. Vzorky byly uchovany
v chladnicce pfi 6 °C a pred analyzou sestavovany do
smési, tzn. 1 vzorek odpovidal 10 kustim jedincl samic,
samcU ¢i nymf. Klistata byla nasledné homogenizovéna
a vyuzita k izolaci DNA. Dalsi vzorky tvofila nasata klista-
ta odebrana z divoké zvére (srnec obecny, jelen evrop-
sky, danék evropsky a prase divoké). Na rozdil od klis3-
tat sesbiranych metodou vlajkovani nebyly tyto vzorky
vysetfovany ve smésich (jeden vzorek tedy odpovidal
1 jedinci). Tyto vzorky pochézely z lokalit Hlohovec, Mi-
kulov, Postorng, Strachotin, Tvrdonice a Valtice.

Sbér komdrii a muchnicek

Odchyt probihal v 1été 2022 pomoci pasti EVS (,en-
cephalitis vector surveillance”) od vyrobce BioQuip Pro-
ducts, USA s oxidem uhli¢itym a svétlem jako atraktan-
tem. Muchnic¢ky byly odchyceny v oblastech Lednice
(rybnik Mlynsky), Bfeclav (Kan¢i Obora, Obora Soutok)
a Tvrdonice. Koméfi byli odchyceni v lokalitdch Kanci
Obora a Obora Soutok (Hvézda). Komafi a muchnicky
byli zpracovani ve smésich po 100 jedincich. Vzhledem
ke slozité taxonomické determinaci muchnicek byli je-
dinci zafazeni pouze v ramci rodu Simulium spp. ¢eledi
Simuliidae. Odchyceni koméfi patfili do druhu Aedes
vexans.

Homogenizace vzorkii klistat, komara a muchnicek

Homogenizace vzorkl probihala v chlazenych tre-
cich miskach v pfitomnosti sterilniho pisku, kde byly
jednotlivé vzorky (nebo jejich smési) homogenizovany
v 500 pl chlazeného fosfatového pufru (PBS) a centri-
fugovany pii 4 °C a 500 otackach za minutu po dobu 5
minut. Byl odebran supernatant, ktery byl dale zpraco-
van pi izolaci DNA.

Izolace genomické DNA

Automatickd izolace DNA z hematofagnich ¢lenovcl
probihala pomoci automatického pfistroje QlAcube
a vyuzitim QlAamp DNA Mini Kit, a to pfesné dle in-
strukci vyrobce.

Real-time PCR

Pro detekci F. tularensis pomoci Real-Time PCR ve
vzorcich DNA izolované z ¢lenovcl byly vyuzity prime-
ry zacilené na gen tul4, ktery koduje 17-kDa lipoprotein
vnéjsi membrany. Primery, sonda i podminky reakce
byly pfevzaty z publikace Versage et al. (2003) [8]. Na-
vrzena PCR nedetekovala tzv. Francisella-like endosym-
bionty, je tedy vysoce specificka ale i citlivd (schopna
detekovat 1 bunku F. tularensis ve vzorku) [9]. V poca-
te¢nich fazich screeningu jsme pouzivali také interni
pozitivni kontrolu (tzv. IPC) pro ovéreni optimalniho
pribéhu PCR reakce.

Konvenéni PCR

Pro konfirmaci Francisella tularensis ve vzorcich DNA
izolované z hematofagnich ¢lenovcl a pro sekvenaci
byly vyuzity primery cilené opét na konzervativni ob-
last genu tul4 [10].

Sekvenace pozitivnich vzorki

Pozitivni vzorky, tedy produkty konven¢ni PCR, byly
nasledné osekvenovany a bioinformaticky analyzo-
véany dle studie uvefejnéné dfive [11]. Purifikace PCR
produktd byla realizovana prostrednictvim soupravy
DNA Clean & Concentrator-5 Kit (Zymo Research, Irvi-
ne, CA, USA). PCR produkty byly sekvenovany dle po-
kynd vyrobce pomoci BigDye™ Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
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USA). K odstranéni necistot byla pouzita sada ZR DNA
Sequencing Clean-up Kit (Zymo Research). Sekveno-
vani probihalo na ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems). Pro zajisténi vysoké kvality cte-
ni byly PCR amplikony sekvenovany obousmérné. Na-
sledné probéhla uprava sekvenci DNA a jejich porov-
nani pomoci modulu Segman v rdmci Lasergene v. 6.0
(DNASTAR Inc., Madison, Wisconsin, USA). Porovnani
bylo nasledné zkontrolovadno také ru¢né. Vysledné se-
kvence byly vyhledany v databazi ve formatu FASTA,
pouzitym algoritmem byl BLAST (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/blast).

VYSLEDKY

Celkem bylo na pfitomnost F. tularensis vySetfeno
4 348 jedinct tii druhi klistat (I. ricinus, D. reticulatus,
H. concinna), 4 100 jedincd komard druhu Ae. vexans

PUVODNI PRACE

a 6 900 jedinct muchni¢ek rodu Simulium spp. Udaje
o lokalitach sbéru, vysetifenych jedincich (druhu, sta-
diu, pohlavi) a prevalence F. tularensis jsou prehledné
shrnuty (tab. 1 a 2). Z celkové vysetienych 505 vzor-
ka klistat, 69 vzorkd muchnicek a 41 vzorkl komar(
byly zjistény 2 pozitivni vzorky. V pfipadé pozitivity se
jednalo o vzorek ¢islo 114 (smés samic D. reticulatus,
lokalita Ladna, metoda vlajkovani) a vzorek cislo 404
(jedinec D. reticulatus, lokalita Postornd, odbér ze srnce
obecného). Pozitivita téchto dvou vzorkl byla urc¢ena
pomoci Real-Time PCR a nasledné ovéfena i konvenc-
ni PCR a elektroforézou. Pro porovnani sekvencni ho-
mologie vzorku 114 s jinymi sekvencemi dostupnymi
v GenBank databazi Narodniho centra pro biotechno-
logické informace (NCBI) pomoci nastroje BLASTn (nuc-
leotide-nucleotide Basic Local Alignment Search Tool)
byla prokézadna shoda s Francisella tularensis subsp. ho-
larctica kmen B-8364 chromosome (complete genome)
a mnoha dalsimi kmeny F. tularensis subsp. holarctica.

Tabulka 1. Souhrnna tabulka vysetieni vzorkU klistat na pfitomnost Francisella tularensis
Table 1. Summary table for the examination of ticks for Francisella tularensis

Celkem dle
druht
(D.r./lL.r./H.c.)

Pocet vysetirenych
klistat/pocet smési/
prevalence (%)

Pozitivni
vzorky

Samci
(D.r./lL.r./H.c.)

Samice
(D.r./L.r./H.c.)

Nymfy
(D.r./l.r./H.c.)

Lokalita

Klistata sbirana metodou vlajkovani (1 vzorek = 10 jedincii)

Bfeclav - Ladna 26/16/0 17/11/1 0/40/0 43/67/1 1110/111/0,09 1
JanGv Hrad - Podivin 1/9/0 1/9/1 0/3/0 2/21/1 240/24/0 0
Lanzhot 11/3/0 6/4/0 0/0/2 17/7/2 260/26/0 0
Rendezvous - Valtice 16/5/1 10/4/3 0/11/2 26/20/6 520/52/0 0
Sportovisté — Valtice 18/5/0 14/5/0 0/3/0 32/13/0 450/45/0 0
Strosflek 25/1/0 23/1/0 0/0/0 48/2/0 500/50/0 0
Zahradky - Valtice 38/12/0 22/12/1 0/32/2 60/56/3 1190/119/0 0
Celkem 135/51/1 93/46/6 0/89/6 228/186/13 4270/427/0,02 1
Klistata odebrana z divokych zvifat (1 vzorek = 1 jedinec)

Hlohovec 0/7/2 0/0/0 0/0/0 0/7/2 9/--/0 0
Mikulov 0/0/6 0/0/1 0/0/1 0/0/8 8/--/0 0
Postorna 1/4/0 0/0/0 0/0/0 1/4/0 5/--/20 1
Strachotin 0/5/0 0/1/0 0/0/0 0/6/0 6/--/0 0
Tvrdonice 0/1/0 0/0/0 0/0/0 0/1/0 1/--/0 0
Valtice 0/42/5 0/0/2 0/0/0 0/42/7 49/—/0

Vysvétlivky: D.r. — Dermacentor reticulatus; I.r. — Ixodes ricinus; H.c - Haemaphysalis concinna.
Explanations: D.r. — Dermacentor reticulatus; I.r. — Ixodes ricinus; H.c - Haemaphysalis concinna.

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie 2024, ro¢. 73, ¢. 3

149



PUVODNI PRACE

150

Tabulka 2. Souhrnna tabulka vysetieni vzorkd komard a muchnicek na pfitomnost Francisella tularensis
Table 2. Summary table for the examination of mosquitoes and blackflies for Francisella tularensis

Komafi Muchnicky Pocet vysetienych jedinct/ Pozitivni
(Aedes vexans) (Simulium spp.) pocet smési/prevalence (%) vzorky

Smési komara a muchnicek (1 vzorek = 100 jedinct)

Apollo 0

Kanci Obora 2

Obora Soutok 0

Pohansko 0

Tvrdonice 0

Breclav 0

Hvézda 15
E 5
DISKUSE

Tato prace je nejrozsahlejsim molekuldrnim sree-
ningem rdznych skupin hematofagnich ¢lenovcl na
pfitomnost F. tularensis (porovnano s dostupnou lite-
raturou). Vyzkum probihal v nékolika lokalitach v okre-
se Breclav v Jihomoravském kraji. Lokality pro sbér
klistat byly vytipovany na zdkladé dostupnych epide-
miologickych dat poskytnutych Statnim zdravotnim
ustavem, Krajskou hygienickou stanici Jihomoravské-
ho kraje se sidlem v Brné a mistnimi veterinafi a in-
fektology. Minimalni prevalence F. tularensis (tj. jedno
klisté v dané smési je pozitivni) u klistat odchycenych
metodou vlajkovani byla 0,02 % (1/4 270), prevalence
u klistat odebranych z divoké zvére byla 1,28 % (1/78),
zatimco u ostatnich zastupc hematofagnich ¢lenovct
(komafi a muchnicky) nebyla F. tularensis prokazana.
Nami zjisténé relativné nizké hodnoty prevalence jsou
niz3i jak v ramci Ceské republiky, tak i v porovnani s ji-
nymi evropskymi zemémi. V dlisledku nastaveni velmi
citlivé Real-time PCR, ktera je schopna detegovat do-
konce 1 burku F. tularensis ve vzorku je zifejmé, Ze vol-
ba smésnych vzorkl neovlivnila kone¢nou prevalenci
F. tularensis v daném souboru hematofagnich ¢lenov-
cl. S nejvétsi pravdépodobnosti doslo k vysetfovani
vzorkl v tzv. meziepidemickém obdobi, kdy cirkulace
patogenu v pfirodnim ohnisku nakazy je utlumena,
coz koresponduje i s incidenci u lidi v daném kalen-
dafnim roce (SZU). V roce 2022, kdy probihal vyzkum,
byla incidence hlasenych pfipada tularemie u lidi niz-
ké a jeji hodnota 0,4 na 100 000 obyvatel pro CR byla
shodnd s incidenci v Jihomoravském kraji. Ve tfech
letech 2019, 2020 a 2021, které predchazely studii,
byla incidence v Jihomoravském kraji (2,9; 1,4 a 0,7 na
100 000 obyvatel), tedy vzdy vyssi, nez v roce vyzku-

3

8

42

1

14

1

0

300/3/0 0
3400/34/0 0
4200/42/0 0

100/1/0 0
1400/14/0 0

100/1/0 0
1500/15/0 0

11 000/110/0 —

mu a pokazdé prevysovala incidenci celorepublikovou
(1,0; 0,7 a 0,5/100 000 obyvatel) v jednotlivych letech.
V roce 2023 incidence onemocnéni tularemii v Jihomo-
ravském kraji opét stoupla na 0,7 a v celé CR na 0,5 na
100 000 obyvatel [Zdroj: ISIN, Informacni systém infek¢-
ni nemoci, Statni zdravotni Ustav, Praha].

Jizni Morava, zejména oblast doIniho toku feky Dyje
a Moravy pfi hranicich s Rakouskem a Slovenskem, je
dlouhodobé (od roku 1936) znama jako oblast ende-
mického vyskytu tularemie [12, 13]. V byvalém Cesko-
slovensku byla F. tularensis izolovana v klistatech |. rici-
nus [14, 15, 16, 17], I. trianguliceps [18], Haemaphysalis
concinna [19] a D. reticulatus [20], ktery je z dlouhodo-
bého pohledu také nejvyznamné;jsim vektorem a sou-
Casné rezervoarem agens [21]. Transstadidlni prenos
F. tularensis byl prokdzan experimentalné u I. ricinus
i D. reticulatus [15, 22, 23], a transovarialni pfenos byl
popsan u D. reticulatus [13, 15]. Prevalence F. tularen-
sis v klistatech D. reticulatus v Cesku a na Slovensku
se v minulych letech pohybovala v rozmezi jednotek
procent (0-2,6 %) [20, 21, 24]. Podobné hodnoty preva-
lence byly zaznamendny i v okolnich zemich jako jsou
Bélorusko (0,9 %), Francie (1 %), Madarsko (0 %), Por-
tugalsko (8,9 %) a Spanélsko (0,5 %) [25, 26, 27, 28, 29].
Vlyssi prevalence byla naopak detekovana pfi vysetio-
vani klistat I. ricinus v Srbsku (3,8 %) [30] a Némecku
(8,4 %) [31]. Obecné plati, Ze u praci, kde jsou uvadény
vysoké hodnoty prevalence F. tularensis, je tfeba vylou-
¢it nespecificky zachyt tzv. 'Francisella -like’ endosym-
biontd [9].

V severskych zemich se na zékladé dostupnych dat
zvazuje také prenos F. tularensis infikovanymi komary
[3, 32, 33]. F. tularensis byla prokazana v roce 2019 v od-
chycenych komarech Aedes cinereus pfi sezonni epide-
mii v centralnim Svédsku [34]. Navic nékteré $védské
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prace experimentalné potvrzuji transstadidlni pre-
nos F. tularensis v komarech [33, 35, 36]. Finska studie
z roku 2021 prokazala absenci F. tularensis v klistatech
I. ricinus, na rozdil od vyznamné prevalence F. tularensis
v komarech [37]. Nase studie z roku 1997, ktera probi-
hala v endemické oblasti vyskytu tularemie na Breclav-
sku, vSak nepotvrdila vyskyt F. tularensis u komard (bylo
vysetieno celkem 9167 samic komar( Aedes spp.) [38].
Absenci F. tularensis v komarech potvrzuje i tato prace.
Pfenos F. tularensis komary stejné jako muchnic¢kami
Ize tedy v ramci stfedni Evropy povaZovat za spiSe ne-
pravdépodobny [39].

ZAVER

Povédomi o tularemii je v béZné populacii u praktic-
kych lékart spise nizké, pfiznaky onemocnéninejsou ve
vétsiné pripadu specifické, a proto mnohdy neni one-
mocnéni vlbec diagnostikovdano nebo je zaménéno
s jinou zoonodzou. Navic pocet piipadl ulceroglandu-
larni formy tularemie zpUGsobené sanim klistat v posled-
ni dobé narusta i v disledku zmén environmentalnich
¢i socio-ekonomickych. Je tfeba definovat a lépe pro-
zkoumat viechny mozné zviteci rezervoary, pfenasece
avodnii suchozemska prostredi, ve kterych F. tularensis
preziva. Pro spravné pochopeni cirkulace F. tularensis
v pfirodnim ohnisku nakazy je vhodné zvysit aktivni
dohled (tzv. surveillance), a soubézné vysetiovat lid-
skou populaci (napf. screening protilatek), volné Zijici
i domdci zvifata a hematofagni vektory (klistata) v sou-
ladu s aktudlné doporucovanym konceptem Jedno
zdravi (One Health).
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