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Vol'ne Zijuce cicavee vratane lovnej zveri st vyznamnymi hostitelmi kliestov
a mozu byt rezervoarmi kliestami prenéSanych mikroorganizmov. Vyskumu
hlodaveov sa v tejto suvislosti venovala na Slovensku uz znaénd pozornost’,
aviak uloha dalich volne Zijucich cicaveov v udrziavani ohnisk kliestami
prenasanych agens v oblasti juhozapadného Slovenska sa zatial' $tudovala
iba sporadicky. V dosledku globalnych klimatickych a socioekonomickych
Zmien, vratane zmien vo vyuZiti krajiny a narastajucej urbanizicie, dochadza
v poslednych rokoch k rozsireniu geografického arealu vyskytu kliest'ov
do severnejsich oblasti Europy a do vyssich nadmorskych vy$ok. V neposlednej
miere globalne zmeny podmiefiujii aj objavenie tzv. vynérajucich sa infekcii.
Okrem toho je vyskyt mnohych volne Zijucich cicaveov (napr. srnky, diviaky,
lisky) vo zvySenej miere zaznamenany v suburbannych oblastiach, zihradach
a dokonca aj v mestskych parkoch. Spolu s cicaveami dochadza v suburbannych
a urbannych oblastiach k nérastu pocetnosti kliestov, s ¢im je spojené aj zvySené
riziko $irenia kliegtami prenasanych nakaz na ¢loveka a domace a spolocenské
zvieratd. Diplomova praca sa bude zaoberat druhovym spektrom kliestov
ktoré parazitujt lovnd zver na vybranych lokalitach juhozapadného Slovenska.
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ABSTRAKT

PROFOTOVA MIRIAMA, Bc.: Klieste a lovnd zver — prendasace a rezervoare kliestami
prenasanych mikroorganizmov na juhozapadnom Slovensku. Univerzita Komenského
Vv Bratislave, Prirodovedecka fakulta, Katedra Zooldgie. Veduca diplomovej prace: RNDr.
Maria Kazimirova, Csc. — BRATISLAVA, PRIF UK, 2020.

Klieste ako ektoparazity a rezervoare mikroorganizmov maju vel’ky medicinsky a ve-
terinarny vyznam. Volne zijuce cicavce predstavuju prirodzenych hostitel'ov pre klieste.
Malym cicavcom sa v tejto suvislosti venovala na Slovensku uz zna¢na pozornost’, vyskumy
tykajuce sa lovnej zveri sa ale na Slovensku robili zatial’ len sporadicky. Klimatické zmeny
spdsobuju rozsirovanie kliestov do novych oblasti, o predstavuje riziko tzv. vynarajucich
sa infekcii. Niektoré druhy piroplazmdz a anaplazmdz st potencidlne nebezpecné pre I'udi,
pricom mozu mat’ az fatalny priebeh. Cielom diplomovej prace je zmapovat’ druhové spek-
trum klieStov parazitujicich lovnu zver na juhozdpadnom Slovensku a molekuldrnou ana-
lyzou vzoriek tkaniv a kliestov zistit’ vyskyt a diverzitu Babesia spp., Theileria spp. a Anap-
lasma phagocytophilum. Od oktobra 2018 do decembra 2019 sme od polovnikov ziskali
vzorky slezin zo 127 jedincov lovnej zveri a celkovo 1424 klieStov parazitujucich lovni
zver, ktoré sme zaradili do druhov Ixodes ricinus, Haemaphysalis concinna a Dermacentor
reticulatus. Molekularnymi metédami sme v tkanivach zvierat a vo vybranych vzorkach
kliestov detegovali pritomnost’ Babesia spp./ Theileria spp. PCR amplifikaciou fragmentu
génu 18S rRNA a néslednym sekvenovanim. Pritomnost’ Anaplasma phagocytophilum sme
detegovali amplifikaciou fragmentu msp2 pomocou real time PCR. Testovanie na pritom-
nost’ Piroplasmida v slezinach zvierat odhalilo pritomnost’ Babesia vulpes u jednej lisky
a Theileria capreoli v 28 jedincoch roznych druhov jelenovitych. Spolu bolo pozitivnych 29
vzoriek slezin z celkovo 127 vySetrenych, ¢o predstavuje mieru prevalencie piroplaziem 22,8
%. Testovanie na pritomnost’ A. phagocytophilum ukazalo pozitivitu pri 42 vzorkach z tes-
tovanych 94, ¢o predstavuje prevalenciu 44,6 %. Koinfekcie boli celkovo zaznamenané
v miere 23,4 %. Celkovo sme na pritomnost’ Piroplasmida vySetrili v 221 kliestoch, z kto-
rych bolo 58 pozitivnych (26,2 %). Identifikovali sme T. capreoli a v jednom jedincovi I.
ricinus parazita Babesia venatorum. Celkovo sme na pritomnost’ A. phagocytophilum otes-
tovali 180 kliestov, z ktorych bolo 131 pozitivnych (72,77 %). VSetky klieste I. ricinus,
ktoré sme s pozitivnym vysledkom otestovali na pritomnost’ piroplaziem boli infikované aj

baktériou A: phagocytophilum (t.j. 100 % prevalencia koinfekcie). Do buducna je potrebné



aj nad’alej monitorovat’ situaciu, pretoze lovna zver ako prirodzeny hostitel’ kliestov pred-
stavuje rezervoar klieStami prendSanych mikroorganizmov, ktoré¢ mézu byt nebezpecné aj
pre domace zvierata ale aj 'udi. V neposlednom rade je dolezité Sirit’ osvetu medzi Sirokou

laickou verejnostou.

KEUCOVE SLOVA:

klieste, lovna zver, Babesia spp., Theileria spp. Anaplasma phagocytophilum.



ABSTRACT

PROFOTOVA MIRIAMA, Bec.: Ticks and game animals - vectors and reservoirs of tick-
borne microorganisms in southwestern Slovakia. Comenius University in Bratislava,
Faculty of Natural Scienses, Department of Zoology. Supervisor of the thesis: RNDr. Méria
Kazimirova, CSc. — Bratislava, FNS UC, 2020.

Ticks as ectoparasites and reservoirs of microorganisms are of great medical and veterinary
importance. Wild mammals are the natural hosts for ticks. In this context, small mammals
have already received considerable attention in Slovakia, but research on game has been
carried out only sporadically in Slovakia so far. Climate change is causing the spread of ticks
to new areas, which poses a risk of so-called emerging infections. Some types of piroplas-
moses and anaplasmoses are potentially dangerous to humans and can be fatal. The aim of
the diploma thesis is to map the species spectrum of ticks parasitizing game in southwestern
Slovakia and to determine the occurrence and diversity of tick-borne microorganisms Babe-
sia spp., Theileria spp. Anaplasma phagocytophilum by molecular analyses of tissue and
tick samples. From October 2018 to December 2019, we obtained spleen samples from hun-
ters from 127 individuals of game animals and a total of 1424 ticks parasitizing game ani-
mals, which we classified as Ixodes ricinus, Haemaphysalis concinna and Dermacentor re-
ticulatus. By using molecular methods we detected in animal tissues and in selected samples
of ticks the presence of Babesia spp./Theileria spp. By PCR amplification of the 18S rRNA
gene fragment followed by sequencing. We detected the presence of Anaplasma phagocy-
tophilum by amplifying the msp2 fragment by real time PCR. Testing for the presence of
Piroplasmida in spleens of the animals revealed the presence of Babesia vulpes in one fox
and Theileria capreoli in 28 individuals of different species of cervids. A total of 29 spleen
samples out of a total of 127 were positive for Piroplasmida, which represents a prevalence
of 22.8%. Testing for presence of A. phagocytophilum showed positivity in 42 samples out
of 94 tested, representing a prevalence of 44.6%. Co-infections were recorded at an overall
rate of 23.4%. In total, we examined the presence of Piroplasmida in 221 ticks, of which 58
were positive (26.2%). We identified T. capreoli and in one individual of I. ricinus the pa-
rasite Babesia venatorum. In total, we tested 180 ticks for the presence of A. phagocy-
tophilum, of which 131 were positive (72.77%). All 1. ricinus ticks that we tested positive
for Piroplasmida were also infected with A: phagocytophilum (i.e., 100% prevalence of co-

infection).. It is necessary to continue to monitor the situation in the future, because game



animals, as natural hosts of ticks, represent reservoirs of microorganisms transmitted by
ticks, which can be dangerous for both pets and humans. Last but not least, it is important to

spread awareness among the general public.

KEYWORDS:

Ticks, Game animals, Babesia spp., Theileria spp., Anaplasma phagocytophilum.
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PREDHOVOR

Problematika ektoparazitov a ochoreni nimi prenasanych mi bola blizka uz pocas §tii-
dia na Strednej odbornej Skole veterinarnej. Zaujimala som sa uz vtedy hlavne o klieste,
ked’ze som ako vasnivy psickar travila vzdy vel'a Casu v prirode a neraz som si tohto neze-
laného navstevnika priniesla aj domov.

Pri pobyte v prirode zvykneme chranit’ seba i svojich psov roznymi antiparazitnymi
pripravkami, napriklad sprejmi, naramkami a obojkami s u¢innymi latkami, dlhym oblece-
nim a podobne. Protivnik je pritom jednozna¢ny — KLIEST.

Vplyvom urbanizacie a klimatickych zmien sa areal rozsirenia kliestov zvacsuje
a preto sa s nimi stretavame ¢oraz CastejSie. Klieste, predovsetkym z ¢el'ade Ixodidae, patria
Zz medicinskeho hl'adiska k jednym z najddlezitejSich parazitov na stavovcoch. Stavovce,
najmé vol'ne Zijuce cicavce, patria medzi vyznamnych hostitel'ov klieStov a su taktiez vy-
znamnymi rezervoarmi klieStami prendSanych mikroorganizmov. V tejto sivislosti prebehli
na Slovensku uz mnohé §ttdie malych volne Zijucich cicavcov. Lovnej zveri sa ale v minu-
losti na naSom tizemi nevenovala taka velka pozornost. Ked’Ze lovna zver dochadza do pra-
videlného styku s clovekom a domdacimi zvieratami, predstavuje znacné riziko v suvislosti
S tzv. vynarajicimi sa infekciami.

Moja diplomova préca sa blizSie pozrie na to, aké druhové spektrum kliestov parazi-
tuje lovn zver na vybranom uzemi juhozapadného Slovenska, pomocou molekularnych
analyz stanovime pritomnost’ mikroorganizmov spdsobujucich babeziézu a anaplazmdzu
Vv kliestoch a taktiez u vol'ne zijucich parnokopytnikov na tomto tizemi.

Tato tému povazujem za vysoko aktudlnu nielen pre vedecktl komunitu, ale aj pre Si-
roku laickt verejnost’, pretoze klieste celosvetovo predstavuju vyznamnych hostitel'ov Siro-

kej Skéaly mikroorganizmov, ktoré sposobuji zdvazné ochorenia zvierat, ale aj l'udi.
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UvVOD

V Europe ako aj na Slovensku sa v priebehu poslednych rokov neustale zvysuje po-
Cetnost’ volne zijucich zvierat (Burbaité et al. 2009, Burbaité et al. 2010, Massei et al. 2015),
pricom prave tieto zivocichy tvoria prirodzenych hostitel'ov a rezervoare pre kliestami pre-
nasané patogény. Pretoze viac ako 75% chordb l'udi je zoonotického povodu, je dolezité
porozumiet’ dynamike medzi volne zijucimi druhmi, domacimi druhmi zvierat a 'ud'mi v
urbanizovanych oblastiach a za takychto podmienok vykonavat cielenejsi vyskum kliestov
(Mackenstedt et al. 2015).

Klieste (Acari, Ixodida) st krvcicajtice ektoparazity stavovcov, ktoré st schopné pre-
nasat’ cely rad mikroorganizmov, povodcov ochoreni ako napriklad Lymska borelidza, anap-
lazmoéza, babezidza, theileridza, rickettsidozy, ehrlichiéza a mnohé dalSie. Na Slovensku sa
vyskytuju druhy patriace do troch rodov a to Ixodes, Haemaphysalis a Dermacentor, pricom
vSetky rody zohravaju tlohu v prenose patogénov.

Bolo zaznamenané, ze vplyvom klimatickych zmien, urbanizacie a mnohych inych
faktorov sa zvySuje pocetnost’ klieStov a taktieZ sa zvySuje hranica ich rozSirenia na sever aj
do vyssich nadmorskych vySok (Daniel et al. 2003, Bullova et al. 2009). M6zeme predpo-
kladat’, Ze tieto skutocnosti zvySuju riziko tzv. vynarajucich sa infekcii. V tejto suvislosti
prebehli na Slovensku uz mnohé stadie malych vol'ne zijucich cicavcov. Lovnej zveri sa ale
Vv minulosti na naSom uzemi nevenovala takd velka pozornost’, preto je tato téma vysoko
aktudlna.

Babesia spp. st kliestami prenasané mikroorganizmy, ktoré infikuju krvinky mnoz-
stva cicavcov a niektorych druhov vtakov a spolu s Theileria spp. sa oznacuju ako pirop-
lazmy (Piroplasmida). Prvy pripad babesiozy u 'udi bol zaznamenany v roku 1957 v Chor-
vatsku a odvtedy pocet nakaz sposobenych Babesia spp. vo svete narasta (Yabsley & Shock
2013), preto mozno babezidzu pokladat’ za vynarajicu sa zoonoticku infekciu. Na Slovensku
boli od roku 1991 hlasené zatial tri pripady l'udskej babesiozy (Hamsikova et al. 2016).
Babesia spp. st krvné parazity spdsobujtce infekciu erytrocytov, no Theileria spp. st
schopné infikovat’ okrem erytrocytov aj leukocyty (Fuehrer et al. 2013). Pritomnost’ Theile-
ria spp. u volne zijucich prezavavcov je na Slovensku velmi malo prebadana, pricom do
dnesného diia to dokumentuju len dve prace (Cerny 1958, Kazimirova et al. 2018).

Anaplazméza je ochorenie lekarskeho i1 veterindrneho vyznamu s réznymi klinickymi
prejavmi, od subklinickych po Zivot ohrozujuce (Stefanidesova et al. 2011). Pdvodom ocho-

renia je baktéria Anaplasma phagocytophilum. Vo svete bolo hlasenych viacero pripadov
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anaplazmozy u l'udi, na Slovensku bol doteraz potvrdeny len jediny klinicky pripad granu-
locytarnej anaplazmézy (Novakova et al. 2010). U vol'ne zijucich zvierat boli ale na Sloven-
sku opakovane zistené vysoké prevalencie vyskytu tohto mikroorganizmu (Smetanova et al.
2006, Vichova et al. 2014, Reiterova et al. 2016, Kazimirova et al. 2018).

Cielom mojej diplomovej prace bolo zmapovat’ druhové spektrum kliestov parazitu-
jucich lovnu zver na juhozapade Slovenska a molekularno biologickymi metédami zistit
pritomnost’ a diverzitu klieSt'ami prenasanych mikroorganizmov Babesia spp., Theileria spp.

a A. phagocytophilum u lovnej zveri a v kliest'och parazitujucich lovna zver na tomto uzemi.

14



CIELE PRACE

Cielom mojej diplomovej prace bolo:

1.

Zmapovat’ druhové spektrum kliestov parazitujicich lovnui zver na juhozapade Slo-
venska.

Molekularno biologickymi metdédami zistit’ vyskyt a diverzitu kliestami prenaSanych
mikroorganizmov (Babesia spp., Theileria spp., Anaplasma phagocytophilum) u klies-
tov parazitujicich lovnu zver na lokalitach juhozapadného Slovenska.

Molekularnou analyzou vzoriek tkaniv pol'ovnej zveri z lokalit juhozipadného Slo-
venska zistit’ vyskyt a diverzitu klie§tami prenasanych mikroorganizmov (Babesia

spp., Theileria spp., Anaplasma phagocytophilum).
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1 LITERARNY PREHIAD

1.1 KLIESTE (IXODIDA, METASTIGMATA)

Klieste st rozto¢e (Acarina, Parasitiformes) patriace do podradu Metastigmata
(Ixodida). Stigmy kliestov su umiestnené za poslednym parom néh. AZ na malé vynimky st
to krvcicajuce ektoparazity (Volf et al. 2007). Telo je delené na capitulum (gnathosoma), na
ktorom sa nachadzaju palpy a mohutny ozubeny hypostom a tela (idiosoma), na ktorom su
umiestnené nohy. Larvy maju 3 pary ndh, nymfy a dospelce 4 pary noh. Chyba vyrazna
hlava (Anderson & Magnarelli 2008).

Podrad Ixodida zahfiia celkovo 907 doteraz znamych druhov kliest'ov patriacich do
troch celadi: Nutalliellidae, Argasidae a Ixodidae (Farkas et al. 2013).

Celad’ Nutalliellidae v sebe spaja znaky nasledujucich éel'adi a patri do nej jediny druh
Nutalliella namaqua Schulze, 1935 (Farkas et al. 2013).

Klieste patriace do ¢elade Argasidae su oznaCované aj ako tzv. soft ticks, mikké
klieste. Ich telo je méakké, kozovité a chyba im na chrbtovej strane $titok scutum. Na rozdiel
od kliestov patriacich do ¢el'ade Ixodidae maju ich nymfalne a adultné §tadia gnathosomu
kryta pod idiosomou. Maju splostené telo, ktoré je prisposobené na ukryvanie sa, nakol'ko
zija v hniezdach stavovcov a krv cicaja kratko a ¢asto, priCom niektoré druhy mézu hlado-
vat’ aj niekol’ko rokov. Taktiez maji v porovnani s kliestami z ¢el'ade Ixodidae dlhsi onto-
geneticky vyvin, ktory zahfiia 3 az 4 nymfalne $tadia (Volfet al. 2007). Do ¢el'ade Argasidae
patri 186 druhov (Farkas et al. 2013). Pripady parazitovania 'udi makkymi klieStami su
hlasené sporadicky, no tieto klieSte mozu byt tiez vektormi povodcov ochoreni (Dantas-
Torres & Otranto 2012). U nas sa najbeznejSiec mozeme stretnat’ s drunmi Argas reflexus
Fabricius, 1794, ktory prilezitostne parazituje aj l'udi a Argas persicus Oken, 1818, ktory je
nebezpec¢ny pre domacu hydinu, ktor pri masivnej parazitacii vyrazne oslabuje (Volf et al.
2007). V teplejsich oblastiach m6zu byt niektoré druhy makkych kliestov vektormi ric-
kettsie Aegyptianella pullorum Carpano, 1929 a borélie Borrelia anserina (Sakharoff, 1891)
Bergey et al. 1925 (Farkas et al. 2013).

Celad’ Txodidae (hard ticks, tzv. tvrdé klieste) je nielen medicinsky a veterinarne naj-
vyznamnejSou skupinou, ale aj najvacsou, ¢o sa tyka poctu druhov. Klieste z cel'ade Ixodidae
st charakteristické pritomnost'ou sklerotizovaného S§titka scutum na dorzélnej strane tela,

ktory u samcov pokryva celu chrbtovt ¢ast’, no U samiciek a subadultnych $tadii len predna
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dorzélnu cCast’, Co znamena, Ze telo samcov sa pri kfmeni zvacSuje len nepatrne, kym telo
samiciek a subadultov mé schopnost’ az niekol’kondsobného zvicsenia (Sonenshine & Roe
2014). Patri sem celkovo 720 druhov (Farkas et al. 2013). Cel'ad’ Ixodidae zahfia rody Am-
blyomma, Anomalohimalaya, Bothriocroton, Cornupalpatum, Cosmiomma, Dermacentor,
Haemaphysalis, Hyalomma, Ixodes, Margaropus, Nosomma, Rhipicentor a Rhipicephalus
(Barker & Murrell 2008).

1.1.1 Ontogenéza Ixodidae

Ontogenéza tvrdych kliestov (Obr. 1) zahfiia vajicka a tri aktivne §tadid: Sestnoht
larvu, osemnohu nymfu a dospelého jedinca. V pripade trojhostitel'skych klieStov, ¢o zahtia
vSetky druhy vyskytujtice sa v strednej Eurdpe, sa kazdé aktivne §tadium Zivi ektoparazi-
ticky krvou roznych stavovcov. Kazdé stddium cicia len raz po dobu niekol’kych dni. Sliny
klieStov obsahuji farmakologicky aktivne latky (antikoagulanty, inhibitory agregacie trom-
bocytov, vazodilatatné molekuly, imunomodulatory a inhibitory svrbenia a bolesti), ktoré
zabezpecuju vyhnutie sa obrannym mechanizmom hostitel’a a ispeSné nakfmenie sa (Alar-

con-Chaidez 2014).

o —

SAMICA p

VAJICKA \
(
LARVA
/ cicajuca na malych cicavcoch

* NYMFA
cicajuca na malych a
strednych cicavcoch

samce a samice cicaju
na velkych cicavcoch

Obr.1: Zivotny cyklus Ixodidae. Zdroj: https://www.liverpool.ac.uk/infection-and-global-health/research/zoo-
notic-infections/tick-activity-project/uk-ticks/ Upravené. (13.4.2020)

Dospela samicka stravi po kopulacii 6-11dni (u niektorych druhov aj dlhSie) cicanim

krvi hostitel’'a a pocas nasledujucich mesiacov kladie 1000-2000 vajicok (Sonenshine & Roe
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2014), z ktorych sa po niekolkych tyzdioch vyliahnu larvy. Sestnoha larva aktivne hlada
hostitel’a a po nacicani krvi metamorfuje na osemnohu nymfu, ktora vyzera ako dospely je-
dinec, len je mensSia a chyba jej pohlavny otvor. Po tispeSnom nacicani nymfa metamorfuje
na dospelého jedinca. Dizka metamorfozy a Zivota jednotlivych §tadii je rozna, zavisi od
dostupnosti vhodnych hostitel'ov a abiotickych faktorov. Napriklad u druhu Ixodes ricinus
Linnaeus, 1758 moze trvat’ obdobie premeny do d’alSieho Stadia aj jeden rok. V zavislosti
od dostupnosti hostitel'ov a vhodnych klimatickych podmienok moéze trvat’ kompletny zi-

votny cyklus u tohto druhu od dvoch do Siestich rokov (Donoso-Mantke et al. 2011).

1.1.2 Epidemiologicky vyznamné druhy na Slovensku

Ako uz bolo spomenuté, medzi epidemiologicky a z veterinarneho hl'adiska najvy-
znamnejSie klieSte patria druhy z ¢elade Ixodidae, ktorym sa aj budeme v nasledujucej ka-
pitole venovat’.

Ixodes ricinus (Obr. 2) je epidemiologicky najddlezitejsim druhom klie$ta v Eurdpe
aj na Slovensku. Pre svoj zivot vyhl'adava husté porasty, prevazne listnaté a zmiesané lesy
s vysokou vlhkostou (Farkas et al. 2013). Okrem lesov v8ak obl'ubuje aj v mestské parky a
zahrady (Rizzoli et al. 2014). Kliest’ 1. ricinus je mezofilny druh, jarna aktivita za¢ina, ked’
teplota stipne na 4 az 5 °C a pozitivne koreluje s obsahom vlhkosti presahujicim 80 %
(Macko et al. 2016).

Ma Siroky okruh hostitel'ov, zahffiajic plazy, vtaky a cicavee. Len vo Svédsku boli
ako hostitelia pre tento druh kliesta zaznamenané dva druhy plazov, 56 druhov vtakov a 29
cicavcov (Farkas et al. 2013). Vyskyt druhu (Obr. 3) bol zaznamenany v {rsku, Britanii
a Skandinavii, vo Finsku a zdpadnom Rusku, juzne pozdiz Eurépy do stredomorskych ob-
lasti a zasahuje az do severnej Afriky a vychodného Iranu (Farkas et al. 2013).

Na Slovensku je beznym druhom a Vv niektorych oblastiach sa vyskytuje stibezne
s inymi druhmi kliestov, ako st Ixodes trianguliceps Birula, 1895, Dermacentor reticulatus
Fabricius, 1794 a Haemaphysalis concinna Koch, 1844 (Hamsikova et al. 2016). V Eurdpe
je I. ricinus vektorom poévodcov mnohych zoondz, napriklad Lymskej borelidzy, kliestove;j
encefalitidy, anaplazmozy, babeziozy, tularémie, rickettsiéz a inych (Farkas et al. 2013).

Bolo zaznamenané, ze vyskyt . ricinus sa vplyvom klimatickych zmien v Eurdpe posava do
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vyssich nadmorskych vysok, tento druh bol zaznamenany aj vo vyskach vyssich ako 1000

m n.m. (Daniel et al. 2003).

Obr. 2: Ixodes ricinus, sami¢ka. Zdroj: https://scienceinpoland.pap.pl/en/node/81997 (11.7.2020)
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Obr. 3: Geografické rozsirenie druhu I. ricinus v maji 2020. Zdroj: https://www.liverpool.ac.uk/infection-and-
global-health/research/zoonotic-infections/tick-activity-project/uk-ticks/ (8.7.2020)

Ixodes hexagonus Linnaeus, 1758 sa vyskytuje pozdiz vychodnej, strednej a juznej
Eurodpy, vratane frska, Velkej Britanie, Norska, Svédska, Pol'ska, Portugalska, Spanielska,
Grécka, Talianska, Ukrajiny a Rumunska. Primarnym hostitel'om st jeze a malé a stredne
vel'ké mdsozravce, ako napriklad macka a pes. Je vektorom borélii, virusu klieStovej ence-
falitidy a babézii, prevazne Babesia microti (Franga, 1912) (Farkas et al. 2013).

Ixodes trianguliceps (Birula, 1895) je nidikolny ektoparazit malych cicavcov, l'udia
nepatria medzi jeho prirodzenych hostitel'ov. Jeho rozsirenie je na vacsine tizemia Eurdpy.
Je napriklad vektorom B. microti (Farkas et al. 2013).

Haemaphysalis punctata (Canestrini & Fangazo, 1878) sa hojne vyskytuje v celej Eu-
razii. Je vektorom pdvodcov mnohych zoondz, ako napriklad tularémie, kliestovej encefali-
tidy ale aj babeziozy (Babesia major, Babesia bigemina, Babesia bovis, Babesia motasi)
a theileriozy (Theileria ovis, Theileria mutans, Theileria recondite) (Farkas et al. 2013).

Haemaphysalis concinna Koch, 1844 (Obr. 5) je pomerne rozsirenym druhom v Eu-
rope (Farkas et al. 2013).
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Obr. 5. Haemaphysalis concinna, samicka. Zdroj: https://www.biolib.cz/en/taxonimage/id17507/?ta-
Xonid=76117 Autor: MVDr. David Modry, PhD. (11.7.2020)

Na Slovensku sa vyskytuje v bazinatych lesoch pozdiZ rieky Moravy, v hrabovych
a dubovych lesoch medzi Bratislavou a Gab¢ikovom a v dubovych lesoch pri Nitre. Na vy-
chodnom Slovensku sa vyskytuje subezne s pastvinami a listnatymi lesmi pri riecke Latorica
(Nosek et al. 1967).

Najbeznejsim hostitel'om pre H. concinna je lovna zver, ale klieSte parazituj aj hova-
dzi dobytok, kone, psy a macky (Farkas et al. 2013). V Mad’arsku dosahuju vrchol sezonnej
aktivity v maji, pri¢om st napriklad vektormi F. tularensis (Farkas et al. 2013).

Dermacentor marginatus (Schulzer, 1776) je jeden z dvoch druhov rodu Dermacen-
tor, ktoré su v Europe endemické (Rubel et al. 2015). Rod Dermacentor je malo pocetny,
celosvetovo zahfna priblizne 30 druhov (Farkas et al. 2013). Areal rozsirenia druhu D. mar-
ginatus zasahuje od Portugalska, pozdiZ juznej Eurépy aZ po Irdn, Kazachstan aZ po horsku
oblast’ strednej Azie (Rubel et al. 2015). Vyznamnymi vol'ne Zijucimi hostitelmi dospelych
kliestov su diviaky, larvy a nymfy cicaju na malych cicavcoch a vtakoch (Farkas et al.
2013). Je vektorom C. burnetti, Rickettsia slovaca, Rickettsia conori, Rickettsia sibirica si-

birica a F. tularensis (Farkas et al. 2013).
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Dermacentor reticulatus (Fabricius, 1794) (Obr. 6) je po I. ricinus druhym najrozsi-
renej$im druhom kliest’a v strednej Europe (Rubel et al. 2014).

Obr. 6: Dermacentor reticulatus. Zdroj: https://www.deviantart.com/dark-raptor/art/Dermacentor-reticulatus-
54960409 (11.7.2020)

Pre svoj zivot preferuje najma luzné lesy a mociare, v ktorych méze prezit’ v urcitych
obdobiach aj zaplavy (Nosek 1972). Na vlhkych biotopoch sa €asto vyskytuje sympatricky
s drunhom . ricinus ( Rubel et al. 2015). Jeho aktivita je znama okrem jari a jesene aj v zim-
nych mesiacoch pocas miernych zim (Farkas et al. 2013). Je vektorom Babesia spp. (Babesia
canis (Piana & Galli-Valerio, 1895), Babesia ovis, B. divergens, Babesia caballi), Ricketsia

spp, ale aj F. tularensis (Farkas et al. 2013)
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1.2 KLIESTAMI PRENASANE NAKAZY

Tvrdé klieste (Ixodidae) sa radia k medicinsky a veterinarne najvyznamnejsim ¢lan-
konozcom. Spektrum klieStami prendSanych nakaz je vskutku impozantny, st vektormi
mnohych virusov, ale aj patogénnych mikroorganizmov. Z virusovych ochoreni prenasa-
nych kliestami je to napriklad ochorenie oviec zndme od roku 1807 z Britskych ostrovov,
oznacované podla toCivého pohybu chorych zvierat ako louping ill (Gresikova 1999), ¢i
kliestova encefalitida (TBE), ktora sposobuje u I'udi meningitidu a encefalitidu a je na Slo-
vensku znama od roku 1951, kedy vypukla epidémia v Roznave (Gresikova 1999). Klieste
st tiez vektormi Sirokého spektra mikroorganizmov, ktoré sposobuji ochorenia zvierat aj
'udi, ako napriklad borelidzu, babezidzu, anaplazmdzu, ehrlichidzu, rickettsidézu a mnohé
dalsie.

Divozijice zvierata (Obr. 7) mézu zohravat’ dolezita tlohu v epidemioldgii chordb

prenasanych kliest'ami, pri Sireni do novych regionov a v udrziavani populacii kliestov (Sze-
keres et al. 2018).
-

Obr. 7: Srnec lesny Capreolus capreolus Linnaeus, 1758. Zdroj: http://en.naturephoto.lt/img/photos/origi-
nal/zinduoliai/1414700528_stirn.jpg (30.4.2020)
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Charakteristiky vybranych patogénov s dérazom na volne Zijuce zivocichy su spraco-

vané v nasledujucich podkapitolach.
1.2.1 Piroplasmida

Piroplazmy (Apicomplexa: Piroplasmida) su klieStami prenasané mikroorganizmy,
ktoré infikujt Cervené a biele krvinky ich hostitel'ov, stavovcov (Hornok et al. 2017). Mnohé
druhy piroplaziem s vyznamné patogény a kmen Apicomplexa zahffia aj mnozstvo d’alSich
patogénov veterinarneho a lekarskeho vyznamu vratane Plasmodium spp. (pdvodca mala-
rie), Cryptosporidium spp., Isospora spp., Eimeria spp. a Toxoplasma gondii (Nicolle &
Manceaux 1908) (Yabsley & Shock 2013). Piroplasmida stt pomenované podl'a ich hrusko-
vitého tvaru po znasobeni (Andersson et al. 2017). Zahfnajt rod Babesia a s nim tizko spéaty
rod Theileria. Na zaklade klasickej taxondmie piroplazmy zahfnaja tri skupiny: 1. Theileria,
napriklad druh Theileria capreoli; 2. Babesia (sensu stricto), napriklad Babesia canis, Ba-
besia venatorum, Babesia odocoilei, Babesia divergens a Babesia capreoli (Enigk and
Friedhoff 1962); a 3. Babesia (sensu lato), t.j. Babesia microti (Schnittger et al. 2012). V Eu-
rope a na Slovensku patria medzi hlavnych vektorov klieste I. ricinus, H. concinna a D. re-
ticulatus (Hamsikova et al. 2016 ; Hornok et al. 2017).

Udaje o pritomnosti piroplazmidov vo volne Zijucich zvieratach a ich lekarskom a
veterindrnom vyzname na Slovensku st zriedkavé a obmedzené na niekol’ko §tadii (Cerny
1958; Blanarova et al. 2016; Hamsikova et al. 2016; Koneval et al. 2017; Kazimirova et al.
2018).

1.2.1.1 Babesia spp.

Babezioza je ochorenie prenasané kliestami spdsobujuce infekciu erytrocytov pro-
tozoarnymi parazitmi rodu Babesia, patriacich do kmena Apicomplexa. Objavena bola
v roku 1888 profesorom Victorom Babesom, ktory v Rumunsku opisal vyskyt babezidzy
u hovédzieho dobytka (Andersson et al. 2017). Babézie parazituju Siroké spektrum doma-
cich a vol'ne zijucich cicavcov, vratane I'udi (Wiegmann et al. 2015). Dodnes bolo opisanych
priblizne 100 druhov babézii, no len maloktoré st schopné spdsobit’ infekciu u I'udi (Young

et al. 2019).
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Druhy Babesia spp. boli historicky klasifikované dvomi metédami. Prvou metodou
bola klasifikacia na zéklade relativnej vel'kosti trofozoitov v erytrocytoch a poc¢te merozoi-
tov. Na zaklade velkosti zahfiia malé a velké babézie, ale toto rozdelenie nesuvisi s fyloge-
netickou pribuznostou. Druhym spdsobom rozdelenia bola klasifikacia na zaklade hostite-
l'ov, pretoze sa predpokladalo, ze dané parazity su Specifické pre dan¢ho hostitel’a, ale dnes
vieme, Ze to nie je celkom pravdivé (Yabsley & Shock 2013).

Zivotny cyklus rodu Babesia spp. (Obr. 8) zahfia vektorov (klieste) a rezervoarovych
hostitelov (stavovce) (Yabsley & Shock 2013).

Vektor KLIEST Hostitel’

Sporozoity STAVOVEC

Trofozoity

| "\'_
]

Merozoity

Merozoity [

o Gametocyty
Strahlenkorper

Obr. 8: Zivotny cyklus Babesia spp. Zdroj: Hunfeld et al. (2008) (Upravené.)

Zivotny cyklus babézii pozostava z merogonie, gamogonie a sporogonie. Infekciu hos-
titel' ziska, ked’ sa sporozoity prenest pocas kfmenia klieStami. Sporozoity potom napadaju
erytrocyty a vyvijaja sa na trofozoity. Trofozoity sa delia binarnou fuziou a produkuji me-
rozoity, ktoré pokrac¢ujt v infekcii a obnovuja replikaény cyklus v hostitel'ovi. Niektoré tro-
fozoity sa vyvijaji na gametocyty, ktoré mozu vyvolat’ infekciu v klieStovi. V ¢revach klies-
tov sa gametocyty vyvijaju na *“ Strahlenkorper “, ktoré sa spajaji a vytvaraju zygoty, ktoré
sa vyvijaji na kinety. Kinety infikuji hemolymfu kliest’a, replikujt sa a napadaja rozne or-

gany. Prislusnici skupiny Babesia spp. sensu stricto mozu infikovat’ vajecniky kliestov a
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prenasat’ sa transovarialne cez vajicka, takze vSetky ontogenetické stadia st potencialne in-
fekéné, zatial’ Co prislusnici skupiny Babesia spp. sensu lato sa prenasaju iba z jedného Stadia
na dalSie (transstadidlne), takze larvy su zriedkavo, ak vobec, infikované. Sporogdnia sa
iniciuje, ked’ kinety napadnt slinné Zl'azy kliest’a. Tu parazit vytvara viacjadrovy sporoblast.
Novo vyvinuté sporozoity sa pri cicani kliesta dostavaju pomocou slin do tela hostitel'a
(Hunfeld et al. 2008). Cudia nepredstavuju prirodzenych hostitel'ov pre zZiaden druh babézie,
napriek tomu niektoré druhy st schopné I'udi infikovat’ (Yabsley & Shock 2013).

Prvy pripad ochorenia babezidzou u I'udi bol zaznamenany v roku 1957 v Chorvatsku
a odvtedy pocet nakaz vo svete narasta (Yabsley & Shock 2013), preto mozno babezidzu
pokladat’ za vynarajucu sa zoonoticku infekciu. Vacsina pripadov bola zaznamenana v USA,
v Eurdpe bola identifikovana prevazne u I'udi s oslabenou imunitou (Lempereur et al. 2012).
Od roku 1991 st zo Slovenska hlasené tri pripady l'udskej babeziézy (Hamsikova et al.
2016). Medzi najcastejsie uvadzaného povodcu babeziozy v Severnej Amerike patri Babesia
microti. V Eurodpe je najcastejsie sklonované v savislosti s infekciou I'udi meno Babesia di-

vergens (Obr. 9).

Obr. 9: Infekcia Babesia divergens v erytrocytoch hostitel'a. Zdroj: http://gallery.site.hu/d/1842184-1/babe-
sia_divergens.gif (30.4.2020)
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Medzi d’alSie zoonotické druhy patri B. duncani, B. venatorum a d’alsie pribuzné ne-
pomenované babézie (Young et al. 2019). Symptomy ochoreni mézu byt’ rozne, od asym-
ptomatického priebehu, akatnych priebehov charakterizovanych horuckou, anémiou, he-
moglobintriou a zltatkou (Wiegmann et al. 2015) az po malarii podobné priznaky, ktoré
mozu prilezitostne viest’ az k imrtiu zvierat a I'udi (Casati et al. 2006). Infekcia u 'udi moze
nastat’ po uhryznuti infikovanym kliestom, transfuziou krvi alebo transplacentarne z infiko-
vanej matky na plod (Young et al. 2019).

V Eurdpe st pri vol'ne Zijucich prezuvavcoch osobitne zaujimavé tri druhy, a to Babe-
sia divergens, B. capreoli a Babesia sp. EU1, ktora bola neskor pomenovana aj ako B. vena-
torum (Michel et al. 2014). Charakteristika tychto druhov je zalozena na porovnani kom-
pletnych sekvencii 18 S rRNA génov (Lempereur et al. 2012).

Babesia divergens je p6vodcom babeziozy u hoviddzieho dobytka, ale je schopna infi-
kovat’ aj in¢ domace a vol'ne Zijuce prezavavce. Ojedinele bola hlasend ako povodca smr-
telnych ochoreni u imunosuprimovanych l'udi, pripadne I'udi po splenektomii (odstranenie
sleziny) (Michel et al. 2014). Celosvetovo prvy pripad 'udskej nakazy babeziézou bol hla-
seny v roku 1957 v Europe a pdvodcom pri tejto nakaze bola B. divergens (Skrabalo & De-
anovic 1957). Druh B. divergens, vyzaduje u I'udi rychlu diagnostiku, pretoze klinické ocho-
renie je Casto zavazné (Yabsley & Shock, 2013).

Babesia capreoli vykazuje rozdiel len v troch nukleotidoch v géne 18S rRNA v po-
rovnani s B. divergens (Lempereur et al. 2012), preto vyskumy kliestov vyuzivajice kon-
zervované alebo kratke oblasti génu 18S rRNA mo6Zzu viest’ k nespravnej identifikacii B. cap-
reoli a d’alsich tzv. ,,B. divergens-like* druhov ako B. divergens (Yabsley & Shock 2013).
Babesia capreoli sa vyskytuje asymptomaticky u vol'ne zijucich srncov (Capreolus capreo-
lus Linnaeus, 1758). Prilezitostne dokaze sposobit’ ochorenie u divozijucich zastupcov pod-
celade Caprinae. Nie je zname, ¢i ma schopnost’ infikovat’ aj hospodarske zvieratd alebo
Pudi (Michel et al. 2014).

Babesia sp. EU1, alebo tiez B. venatorum, bola prvykrat identifikovana v Eurdpe
v roku 1998 u asplenickych pacientov z Talianska a Rakutska, z ¢oho pochadza aj jej nazov
EU (Eurépa) 1 (Yabsley & Shock 2013). Odvtedy bola hlasena ako parazit vol'ne Zijucich
srncov v mnohych Statoch Europy (Michel et al. 2014). Na zaklade molekularnych analyz
sa predpoklada, ze Babesia sp. EU1 tizko suvisi s Babesia odocoilei, ktora parazituje jelenov
bielych Odocoileus virginianus (Zimmermann, 1780) a je fylogeneticky v sesterskej skupine

s B. divergens (Lempereur et al. 2012).
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Babesia vulpes sp. nov. je mala piroplazma, ktora bola po prvykrat zaznamenana ako
povodca infekcie u psa v Spanielsku a bola nespravne zaradena do rodu Theileria a pome-
novana ako Theileria annae. V roku 2003 bola T. annae po prvykrat zaznamenana u liSok
Vulpes vulpes (Linnaeus, 1758), ktoré predstavuju prirodny rezervoar pre tohoto parazita a
si zdrojom infekcie pre doméacich psov. Neskor sa na zdklade molekuldrnych analyz zistila
pribuznost’ k rodu Babesia a druh bol premenovany podla hostitel'a ako Babesia vulpes sp.
nov (Baneth et al. 2015).

1.2.1.2 Theileria spp.

NajstarSie zaznamy o theilerioze u hoviadzieho dobytka pochddzaji z misijnych kronik

Sv. Monclaro z roku 1569, ale az zaciatkom dvadsiateho storocia ziskala viac pozornosti zo
strany vedeckej komunity (Dantas-Torres & Otranto 2017).
Rod Theileria tzko suvisi s rodom Babesia (Fuehrer et al. 2013). Theilerie st patogény pre-
nasané klieStami parazitujicimi doméce a volne zZijuce zvieratd v roznych Castiach sveta
(Sawczuk et al. 2006). Babesia spp. st intracelularne parazity sposobujuce infekciu erytro-
cytov, zatial’ ¢o Theileria spp. (Obr. 10) su schopné infikovat’ okrem erytrocytov aj leuko-
cyty (Fuehrer et al. 2013). Theilerie sa prenasaju kliestami z ¢elade Ixodidae a vyvijaju sa
v ¢revnych epitelovych bunkach a v slinnych Zl'azach svojich vektorov. Maju komplexny
zivotny cyklus zahfiajaci dvoch rdznych hostitel'ov, a to klieste a prezivavce (Kiara et al.
2018). Do dnesného dna nebola potvrdena ziadna infekcia theileriézy u I'udi (Dantas-Torres
& Otranto 2017).

Medzi vysoko patogénne druhy patria Theileria parva (Theiler, 1904) a Theileria
annulata u prezuvavcov s vyznamnou umrtnostou a hospodarskymi stratami v tropickych a
subtropickych zemepisnych Sirkach (Fuehrer et al. 2013). Najmenej osem druhov Theileria
ma schopnost’ infikovat’ hovidzi dobytok a pét je schopnych infikovat’ malé prezavavce po
celom svete a sposobit’ choroby s r6znym stupfiom zavaznosti (Dantas-Torres & Otranto
2017). Iné druhy Theileria boli oznacené ako mierne patogénne alebo benigne, pravdepo-
dobne kvoli dlhému vyvojovému vztahu medzi parazitom a hostitel'om. Klinické priznaky
sa ale napriek tomu moZu objavit u oslabenych Zivocichov, ktoré su parazitované inymi
organizmami alebo trpia podvyzivou (Sawczuk et al. 2006).

Pritomnost’ patogénov Theileria spp. bola opédtovne zistena u niekol’kych druhov jele-

novitych (Galuppi et al. 2010).
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Theileria cervi Bettencourt Francaet Borges, 1907 bola identifikovana u jelefiov oby-
¢ajnych (O. virginianus) a losov (Cervus canadensis Erxleben, 1777) (Galuppi et al. 2010).

Theileria capreoli Rukhlyadev, 1939 bola prvykrat morfologicky opisana v srncoch
(C. capreolus) (Galuppi et al. 2010).

Nové druhy Theileria boli izolované zo vzoriek ziskanych z lovnej zvery v severnom

Spanielsku: Theileria sp. OT3 v jelefioch (Cervus elaphus Linnaeus, 1758), srncoch a kam-

zikoch (Rupicapra rupicapra (Linnaeus, 1758)) a Theileria sp. 3185/02 v jelenoch a srncoch
(Galuppi et al. 2010).

Obr. 10: Mikroskopicky zaber infekcie Theileria spp. v krvi. Zdroj: https://alchetron.com/Theileria (30.4.2020)

Zo Slovenska existuje doteraz vel'mi malo informacii o vyskyte theilerii vo volne
Zijicich zvieratach a kliestoch. V roku 1958 Cerny (1958) mikroskopickymi technikami

opisal Theileria sp. v krvi jelefiov z Topol¢ianok. Nasledne az v roku 2018 bola u
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jelenovitych (jelen lesny, daniel Skvrnity, srnec horny) zijucich v Malych Karpatoch a v
kliestoch cicajtcich na tychto zvieratach (I. ricinus, H. concinna) zaznamenana vysoka pre-
valencia parazitacie theileriou, ktora bola na zdklade molekularnych analyz zaradena do

druhu T. capreoli (Kazimirova et al. 2018).

1.2.2 Anaplasma phagocytophilum

Prvé spravy o anaplazmoéze pochadzaji z konca 19. Storocia z Juznej Afriky. Identita
povodcu choroby sa vSak odhalila az v roku 1910, ked” Max Theiler opisal druh Anaplasma
marginale, ktory sposobil zavazné ochorenie hoviddzieho dobytka (Dantas-Torres & Otranto
2017).

Anaplazmoéza je spdsobena baktériami rodu Anaplasma, ktoré patria do ¢el'ade Anap-
lasmataceae, radu Rickettsiales. Rod zahiiia malé (priblizne 0,3 um) gramnegativne pleo-
morfné baktérie (Dantas-Torres & Otranto 2017).

Niektoré z tychto organizmov su zname ako I'udské a veterinarne patogény (Stefanide-
sova et al. 2008).

V sucasnosti existuje sedem platnych druhov rodu Anaplasma (A. bovis, A. caudatum,
A. centrale, A. marginale, A. ovis, A. phagocytophilum a A. platys) (Dantas-Torres & Otranto
2017).

Anaplazmoéza sposobena A. phagocytophilum (Obr. 11) je ochorenie lekarskeho a ve-
terinarneho vyznamu s réznymi klinickymi prejavmi, od subklinickych po Zivot ohrozujtce
(Stefanidesova et al. 2011). Je to aktitne nespecifické systémové horackové ochorenie, ktoré
moze sprevadzat’ vysoka horacka (> 39 ° C), myalgia, bolest’ hlavy, zimnica, nevol'nost’,
artralgia, anorexia, nevolnost’ a kaSel’ (Stefanidesova et al. 2008).

Anaplasma phagocytophilum je geneticky heterogénny druh, ako sa ukazalo na za-
klade analyz sekvencii roznych génov, ako napriklad 16S rRNA, groEL, msp4, msp2 a ankA
a niekol’kych dalsich (Jahfari et al. 2014 ; Stuen et al. 2014; Kauffmann et al. 2017).
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10 pm

Obr. 11: Granulocyty v krvi ¢loveka infikované A. phagocytophilum. Zdroj: https://www.lymemcw.org/anap-
lasmosis (30.4.2020)

Prvé pripady l'udskej anaplazmdzy boli hlasené v roku 1994 v Spojenych statoch. O
niekol’ko rokov neskor bol prvy pripad I'udskej anaplazmézy opisany v Europe u pacienta
zo Slovinska (Dantas-Torres & Otranto 2017).

V Eurdpe sa prenasa prostrednictvom kliestov Ixodes ricinus (Stefanidesova et al. 2011,
Stuen et al. 2013). Na Slovensku bol doteraz potvrdeny len jeden klinicky pripad granulo-
cytarnej anaplazmozy (Novakova et al., 2010)

Zivotny cyklus A. phagocytophilum zahfiia klieste ako vektory a divozijice alebo do-
mace zvierata ako hostitel'ov (Obr. 12).

Na Slovensku bola zaznamenana vysoka prevalencia infekcie A. phagocytophilum u
niekol’kych druhov divozijucich preziivavcov (Smetanova et al. 2006, Stefanidesova et al.
2018, Vichova et al. 2014,), vratane jelenovitych v Malych Karpatoch (Kazimirova et al.
2018). Niektoré varianty spojené zo srncami (C. capreolus) ako rezervoarmi, si pravdepo-

dobne pre 'udi, domace preziivavce, kone a psy nepatogénne, zatial’ ¢o pri variantach, ktoré
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boli najdené u jelenov (C. elaphus) sa predpoklada, ze st patogénne pre 'udi, prezuvavce aj
kone (Hamsikova et al. 2019). U diviakov byva pritomnost” A. phagocytophilum detegovana
zriedkavejsie, avSak taktiez predstavuji prirodzeny rezervoar (Stefanidesova et al. 2011, Re-

iterova et al. 2016, Kazimirova et al. 2018).
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Obr. 12: Zivotny cyklus A. phagocytophilum. Zdroj: Rikihisa (2011) (Upravené.)
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2 CHARAKTERISTIKA UZEMIA

Juhozépadné Slovensko zahffia Podunajska nizinu, Malé Karpaty a Zahorska nizinu.
Zahtna Nitriansky, Bratislavsky, Trnavsky a Tren¢iansky kraj.

Podunajskd nizina je charakterizovana trodnou Cernozemou, hnedozemou ale aj
spra$mi. Zahffia aj oblast’ Zitného ostrova, ktorti povazujeme za najiirodnejsie izemie v na-
Sej republike [1]. PozdiZ riek sa vyskytuja mokrade, ktoré presahuju narodny vyznam a
ochrana ma celoeurdépsky vyznam. Vyznamnou stcastou Podunajskej niziny su aj luzné
lesy. Pre luzné lesy su typickymi stromami jasen, topol’, dub, brest, jel'Sa. Z krikov sa vy-
skytuji naymé zemolez, baza, ¢remcha. Nachadza sa tu chranené vtafie uzemie Syslovské
polia, na ktorom sa vyskytuje na$ najvacsi vtak drop fazaty Otis tarda Linnaeus, 1758
(Chavko et al. 2009). Podunajska nizina hrani¢i na zapadnej strane s Malymi Karpatami.

Malé Karpaty su sucastou Alpsko-himaléjskej sustavy a su najzapadnejSim pohorim
karpatského obluka. Prevazuju tu dubové a dubovo-hrabové lesy, vo vysSich polohach bu-
¢iny a a miestami jasefiovo-javorové lesy. Z ihli¢natych stromov sa vyskytujt jedl’a, tis a bo-
rovica. Malé Karpaty tvoria na zapadnej strane prirodzent hranicu zo Zahorskou nizinou
[2].

Zahorska nizina vypliia vadsinu uzemia medzi Malymi Karpatami a riekou Morava.
Deli sa na Borsku nizinu a Chvojnickl pahorkatinu. Borska niZina je na Slovensku plosne
najvacsie uzemie viatych pieskov s prevahou borovicovych lesov. Borovica ( Pinus sylves-
tris) je tu domovskym druhom vyskytujiicim sa uZ od obdobia Dryasu (Somsak et al. 2004).
Chvojnicka pahorkatina je zastipena dubovymi lesmi zasahujucimi z Bielych Karpat a bo-
rovicovymi lesmi na juhu a zipade. K najdolezitejSim riekam patria Myjava, Rudava,
Chvojnica. Zahorska nizina patri k izemiam s bohatym a pestrym zastipenim fauny a flory.
Nachadza sa tu Chranena krajinna oblast’ Zahorie s rozlohou 275km2. Dalej mdzeme pozo-
rovat’ mnohé maloplo$né chranené narodné prirodné rezervacie, ako napriklad Prirodna re-
zervacia Bezedné v katastri obce Plavecky Stvrtok, Cerveny rybnik v Katastri obce Laksar-

ska Nova Ves, Horny les, Dolny les a mnohé d’alsie [3].
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2.1 Sledované lokality

Sledované lokality (Obr. 13) zahfnaju viaceré izemia patriace do Malych Karpat a Zahor-
skej niziny. Zo ziadnej lokality patriacej do tizemia Podunajskej niziny sa ndm nepodarilo

ziskat’ vzorky.
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Obr. 13: Sledované lokality, z ktorych pochadzaju vzorky tkaniv lovnej zveri a kliestov: 1) Polianka, 2) Ro-
vensko, 3) Cerova, 4) Vojenské lesy, 5) Borsky Sv. Jur, 6) Studienka, 7) Plavecky Stvrtok, 8) Lab, 9) Turecky
vrch, 10) Stupava, 11) Raca, 12) Kacin. Zdroj: Google maps. Upravené.

V spolupréci s pol'ovnikmi zastreSenymi Vojenskymi lesmi a majetkami SR, §.p. sa
nam podarilo ziskat’ cenné vzorky kliestov a tkaniv z oblasti vycvikového priestoru Turecky
vrch nachadzajticeho sa v obci Jablonové v Malych Karpatoch a z d’alSich ¢asti vojenského
obvodu nachadzajucich sa na Zahorskej nizine. Té4to oblast’ je oblast’ou viatych pieskov.

Iné vzorky pochadzali z obce Plavecky Stvrtok a jedna zo zrazeného jedinca pri obci

Lab. Obec Plavecky Stvrtok je charakterizovana borovicovymi lesmi. V katastri obce sa
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nachadza Prirodna rezervacia Bezedné, ktord je tvorend jelSovym lesom a mociarom, upro-
stred ktorého sa nachadza eolitické jazero. Ma charakter slatiniska [4].

V blizkosti Studienky a Borského Svitého Jura sa nachadza taktiez narodna prirodna
rezervéacia Cerveny Rybnik, ktoré je séastou CHKO Zahorie. Je tvorena povodnym jelSo-
vym porastom a nachddzaju sa tu vyznamné slatinné raseliniskd a domov tu nachadzaju
mnohé vzacne druhy vodnych rastlin [5].

Obec Polianka sa rozklada na oblasti Myjavskej pahorkatiny, na rozhrani povodi Mo-
rava a Vah. Myjavsku pahorkatinu obklopuju na juhovychode Mal¢ Karpaty, na vychode
Povazské podolie a na severe Biele Karpaty. Na zdpade sa nachadza Chvojnicka pahorkatina
a na juhozapade Borska nizina, ktoré spolo¢ne tvoria Zahorsku niZinu.

Obec Rovensko, z ktorej taktiez pochadzajti vzorky sa nachadza v okrese Senica. Uze-
mie obce je chudobné na vodu, pretoZe sa tu nachadzaji nepriepustné sedimenty. V stcasnej
dobe je flora obce chudobna, pretoze poda bola dlhé roky vyuzivana na pol'nohospodarske
ucely. Nachadzaju sa tu len riedke dubové a agatové lesy [6].

Na zapadnom upati Malych Karpat sa nachadza obec Cerova, ktora je d’al'Sou nami
sledovanou lokalitou. Obec susedi s lesom s nazvom ,,Bor“. Ide o borovicovy a zmieSany
les. Cez kataster obce preteka riecka Rudava, ktora sa vlieva do Moravy a potok Cerova [7].

Posledné dve sledované lokality sa nachadzajti v Bratislave. Uzemie Bratislavy pretina
Dunaj a Mal¢é Karpaty. Na brehoch Dunaja a Moravy m6zZeme najst’ pozostatky luznych le-
sov, na upétiach Malych Karpat zase duby, hraby a buky. Severozdpad Bratislavy je tvoreny
Zahorskou nizinou. NaSe sledované lokality sa nachadzaji v Malych Karpatoch medzi Ra-

¢ou a Kacinom.
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3 MATERIAL A METODY

Prvou a azda najdolezitejSou sti¢ast’ou vyskumu bolo nadviazanie spoluprace s pol'ov-
nikmi na uzemi juhozapadného Slovenska.

Od polovnikov sme sa snazili ziskat’ ratice a stiahnuta kozu z uhynutych, ulovenych
alebo autom zrazenych zvierat a slezinu, pripadne krvni zrazeninu. Slezina a krvné zraze-
niny boli skladované v 70 % etanole v chladnicke. Ziskané ratice a kozu bolo potrebné na-
sledne podrobne prehliadnut’ a pinzetou zozbierat” klieSte, pripadne aj iné ektoparazity, ak
boli pritomné. VSetky néjdené ektoparazity, vratane kliestov, sme davali do znacenych 2 ml

skamaviek Eppendorf naplnenych 70 % etanolom.

3.1 Determinacia klieStov

Dalsim krokom bola determinacia kliestov, zaradenie do druhu, vyvinového $tadia
a pri dospelych jedincoch aj rozdelenie na zéklade prislusnosti k pohlaviu.. Pri uréovani
kliestov nam bol napomocny Obrazkovy kIi¢ dospelych kliestov (Acari: Ixodida ) fauny
Slovenska (Slovak 2010) a Obrazkovy kl'a¢ lariev a nymf kliestov (Acari: Ixodida ) fauny
Slovenska (Slovak, 2014). Tieto obrazkové klI'ice s aplikovateI'né hlavne na nenacicané
jedince, preto sme pouzivali tiez knihy Ticks of Europe and North Africa (Estrada-Pefia et
al. 2017) a Klieszcze Polski ( Acari: Ixodida ) (Siuda 1993). Spravne urcenie do druhu je
vel'mi dblezité, nakol'’ko nasledne mozno ocakavat, aké patogény moze kliest’ prenasat’ (Slo-
vak 2010). Pri urCovani kliestov bola pouzity opticka stercolupa Motic DM-39, Petriho
miska, pinzeta, 1,5 ml alebo 2 ml skimavky Eppendorf naplnené 70% etanolom pre roztrie-
denie podla stanovenych kritérii (druh, vyvinové §tadium, pohlavie). Skimavky sme do-
sledne oznacili, aby nedoslo k zdmene vzoriek. Po zaradeni vSetkych klieStov do druhu, vy-
vinového Stadia a pohlavia bolo potrebné vsetky jedince spocitat’ a vytvorit’ prehladnu ta-

bul’ku, ktora obsahovala aj udaje o hostitel'ovi a lokalite.

3.2 Izolacia DNA

Na extrakciu DNA zo slezin sme pouzili komerény kit Macherey Nagel Nucleospin®

Tissue. Prva cast’ pripravy vzoriek sa robila v digestore (Obr. 14), ktory sa pred pracou
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nechal vzdy vyziarit UV svetlom pre vytvorenie sterilného prostredia, aby neprislo pripad-
nej kontaminacii vzoriek. Po cely ¢as sme pracovali v sterilnych jednordzovych nitrilovych
rukaviciach. Kusok sleziny sme odrezali skalpelovou ¢epielkou a nechali odparit’ etanol po
dobu 10 minut.. Potom sme slezinu vlozili do 1,5 ml Eppendorf skimavky Safe Lock a roz-
drtili na mensie kusky skalpelom. Po pridani 180 pl lyzacného pufru T1 a 25 pl proteindzy
K'sme vzorky zvortexovali (BIOSAN, Lotys$sko) a nechali inkubovat pri 56 °C v ter-
mobloku s trepackou (Biosan TS-100) do nasledujuceho dna (t.j. priblizne 24 hodin).

Obr. 14: Prva ¢ast’ izolacie DNA zo slezin a klie$tov sa robila v digestore.

Na druhy den (Obr. 15) sme vzorky vybrali z termobloku, zvortexovali a po pridani
pufru B3 opét’ zvortexovali a inkubovali v termobloku po dobu 10 minut pri 70 °C. Po in-
kubacii sme ich opdt’ zvortexovali a pridali sme 210 pl 96 % etanolu. Potom sme vzorky
zvortexovali a cca 600 - 700 pl vzorky prepipetovali do koloniek s membranou vlozenych
do zbernych skiimaviek (1,5 ml) a centrifugovali 1 minutu pri 11000 g na stolnej centrifuge

Mikro 120 (Hettich). Filtdt sme odstranili a kolonky sme vlozili spit’ do zbernych

37



skumaviek. Po pridani 500 pl pufru BW sme vzorky opat’ scentrifugovali 1 minatu pri 11000
g. Filtrat sme nasledne opéat’ odstranili a pridali sme 600 ul pufru B5 a scentrifugovali 1 mi-
nuatu pri 11000 xg. Filtrat sme odstrénili a vlozili spdt’ do centrifugy na 1 minutu pri rovna-
kych otackach, aby sa membrana v kolonke vysusila. Kolénky sme premiestnili do novych
zbernych skumaviek a do koloniek sme napipetovali 50 pl eluéného pufru BE nahriatého na
70 °C. Nasledovala inkubacia 1 minatu a vzorky sme centrifugovali na 11000 g po dobu 1
minuty. Potom sme pridali opat’ 50 ul eluéného pufru BE zohriateho na 70 °C a postup sme
opakovali. Filtrat obsahujuci Cistd DNA sme rozdelili na dve alikvotne Casti a zmrazili pri -

20 °C.

Obr. 15: Druha &ast’ izolacie DNA po 24 hodinovej inkubacii v termobloku s trepackou.

Izolaciu DNA z kliestov (Obr. 16) sme po identifikacii robili KITOM Marchery Nagel
Nucleospin® Tissue a postup sa od izolacie DNA zo slezin nelisil. DNA z dospelych jedin-
cov a nymf sme izolovali jednotlivo, larvy sme izolovali v skupinédch (pooloch) — z jedného

zvierata najviac v piatich pooloch po piatich larvach.
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Obr. 16: Izolacia DNA z klie$tov v digestore s presnym znaéenim. Dospelé jedince a nymfy sme izolovali
jednotlivo.

Na extrakciu DNA sme pouzili celého nenacicané¢ho kliesta a ¢iastocne nacicaného
kliest’a, pri nacicanych jedincoch 'z kliesta. Pri extrémne zaklieStenych zvieratach sme ro-
bili ndhodny vyber piatich klieStov na izolaciu DNA, pri dospelych jedincoch prednostne
samiciek. V niektorych pripadoch pre velky pocet zozbieranych kliestov pochddzajucich
Z jedného zvierat'a nebolo mozné izolovat’' DNA z kazdého jedinca.

Koncentraciu a ¢istotu izolovanej DNA sme kontrolovali pouZitim NanoDrop (Implen

P-Class P 300).

3.3 PCR na detekciu Babesia spp.

Na detekciu Babesia spp. Vv izolovanej DNA zo vzoriek sme pouzili polymerazova
retazovu reakciu, skraitene PCR (Polymerase chain reaction). Pri tejto metode dokdZzeme

efektivne namnozit' vybrané useky DNA, ktoré st ohrani¢ené oligonukleotidovymi
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primermi. Metoda vyuziva schopnost DNA polymerazy syntetizovat komplementarne
vlakno DNA podrla jednovlaknového templatu. Riadili sme sa protokolom na PCR pre Ba-
besia spp. (Casati et al. 2006) a pouzili sme komeré¢ny HotStarTaq PCR kit (Qiagen, Hilden,
Nemecko).

Na amplifikéciu 450 bp fragmentu 18S rRNA génu sme pouzili primery BJ1 a BN2,
Specifické pre rod Babesia (Tab. 1).

Tab. 1: Primery pouzité v PCR reakcii (Casati et al. 2006). (BP-pocet amplifikovanych bazovych parov)
Patogén Gén Primery Sekvencie (5°-3") BP

Babesia spp. 18 SrRNA BJ1(forward) | GTCTTGTAATTGGAATGATGG 450
BN2(reverse) | TAGTTTATGGTTAGGACTACG

PCR reakcia jednej vzorky prebiehala v objeme 25 ul (Tab. 2). V kazdej reakcii bola
zahrnutd aj pozitivna a negativna kontrola. Pracovali sme vzdy s 37 vzorkami DNA. Pre
zachovanie sterilnych podmienok sme PCR mix pripravovali v PCR boxe (BioAir INSTRU-
MENTS, aura PCR) v cleanroome po vyziareni UV svetlom a templaty sme pridavali v 0S0-

bitnej miestnosti.

Tab. 2: Zlozenie PCR mixu.

Nuclease Free Water 14,875 ul
PCR pufor 2,5 ul
MgCl; (25 mM) 1 ul
dNTP (10 mM) 0,5 ul
Primer forward (10 uM) 0,5 ul
Primer reverse (10 uM) 0,5 ul
Hot Start DNA Polymeraza 0,125 pul
Templatova DNA alebo NF voda (negat. kontrola) | 5 pl
Objem spolu 25 ul

Amplifikdciu sme robili v termocykléri znacky BioRad (BioRad t 100 thermal cycler,

USA). Reakcia spocivala z pociatocnej denaturacii po dobu 5 minut pri 95 °C. Nasledovalo
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35 cyklov denaturacie (1 minuta pri 94°C), anelacie (1 minuta pri 55°C) a elongécie (2 mi-

nuty pri 72°C). Finalna elongécie trvala 5 minut pri teplote 72°C (Tab. 3).

Tab. 3: Nastavenie podmienok v termocykléri.

Pociatocna denaturacia | 95°C | 5 minut

Denaturacia 94°C | 1 minata

Anelacia 55°C | 1 minata | 35cyklov
Elongacia 72°C | 2 minuty

Finalna elongacia 72°C | 5 minat

Hold 4°C | infinite

3.3.1 Elektroforéza

Po amplifikacii pomocou PCR nasledovalo overenie jej GispeSnosti pomocou horizon-
talnej elektroforézy. Ide o Casto vyuzivanii metddu separacie makromolekul za pomoci elek-
trického pradu. Namnozena cast’ 18S rRNA obsahuje zaporné nabité fosfatové skupiny,
ked’ze ide o nukleovu kyselinu, takze sa jej fragmenty pohybuju od zapornej elektrédy ku
kladnej.

Elektroforéza prebiehala na 1,5 % agardézovom géli, ktory sme pripravili za pouZitia
75 ml roztoku 1x TAE na gél (TAE buffer (50x) molecular biology grade, SERVA), do
ktorého sme pridali 1,125 g agarozy (Agarose SERVA for DNA electrophoresis). Zmes sme
dokladne premiesali a dali rozpustit’ do mikrovinnej riry na maximalne 2 minuty. Do horu-
ceho roztoku sme nasledne napipetovali 3,5 ul farbicky Invitrogen SYBR Safe DNA Gel
Stain a vzniknutt zmes sme preliali do elektroforéznej vanicky (BioZym), ponorili dofiho
hrebene na vytvorenie 40 jamiek a nechali stuhnit’, ¢o trvalo priblizne 30 minut. Po iiplnom
vytuhnuti gélu sme vytiahli hrebene a gél zaliali tImivym roztokom TAE tak, aby bol cely
gél v roztoku ponoreny. Do vzniknutych jamiek sme napipetovali po 5 pul PCR produktu. Do
prvej jamky sme napipetovali DNA ladder (GEne Ruler 100 bp DNA Ladder, Thermo Scien-
tific), do druhej negativnu kontrolu, do tretej pozitivny PCR produkt a do ostatnych (37 ja-
miek) PCR produkty skamanych vzoriek. Do vzoriek sme neprimiesavali ziadne farbivo,
nakol’ko nami pouzivany PCR mix mal v zloZeni pufor coral load PCR, ktory uz farbivo
obsahuje.

Elektroforéza bezala po dobu 45 mintt pri 120V. PouZili sme zdroj vysokého napitia

znacky BioRad. Nasledne po skonceni reakcie sme vzorky v géli nechali vizualizovat’ pod
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UV svetlom v transilluminatori Benchtop 3UV™ Transilluminator LMS-12 (Velké Brita-

nia) a kazdy gél sme si odfotili.

3.3.2 Purifikacia PCR produktu

Purifikéciu sme robili podl'a manualu Marchery Nagel Nucleospin® Gel and PCR Clean-
up. Pri ve'mi malych objemoch vzorky <30 pl sme upravili objem reak¢énej zmesi na 50 —
100 vodou. Objem vzorky sme zmiesali s pufrom NTI v objeme 1:2. Cely objem vzorky sme
napipetovali do 2 ml zbernej skimavky. Nasledne sme vzorku centrifugovali po dobu 30
sekand pri 11 000 g. Filtrat sme odstranili a kolonku vlozili spat’ do zbernej nddoby. Do
kolénky sme napipetovali 700 pl pufru NT3 a opat’ centrifugovali pri 11 000 g. Filtrat sme
odstranili a tento krok opakovali eSte raz, aby sme minimalizovali prenos chaotropnej soli
a zlepsili hodnoty vysledného produktu. Nasledne sme opét centrifugovali po dobu 1 minuty
pri 11 000 g, aby sa Uplne odstranil pufor NT3. Kolonku sme premiestnili do Cistej zbernej
nadoby s objemom 1,5 ml a pridali 15-30 ul timivého roztoku NE. Vzorky sme nechali in-
kubovat’ pri izbovej teplote po dobu 1 minuty a nasledne centrifugovali pri 11 000 g po dobu

1 minuty.

3.3.3 Sekvenovanie

Purifikovani DNA z PCR produktov, ktoré boli pozitivne na pritomnost DNA Babe-
sia spp. sme zaslali na sekvenovanie do externého komer¢ného laboratoria. Prvykrat sme
PCR produkty zasielali do Mycrosynth, Austria a vSetky d’alSie boli zasielané do Macrogen
Europe, Amsterdam, Holandsko, kde boli sekvenované. Sekvenovanie prebehlo Sangerovou

metddou z oboch stran fragmentov.

3.3.4 Analyza sekvencii

Ziskané sekvencie fragmentu hypervariabilnej oblasti génu 18S rRNA pre Babesia spp. sme
editovali v programe Unipro UNIGENE. Homologické sekvencie sme zarovnali pouzitim
programu Unipro UNIGENE. Nasledne sme ich porovnali so sekvenciami uloZzenymi v gé-
novej banke (GenBank) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) pomocou Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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Pre vytvorenie dendrogramu sme z databazy GenBank stiahli sekvencie reprezentativnych
druhov Piroplasmida a vybrané sekvencie sme spolu s naSimi sekvenciami zarovnali (mul-
tiple alignment) pomocou metddy ClustalW. Pozicie v jednotlivych sekvenciach obsahujuce
medzery a tiez chybajuce udaje sme vylacili. Dendrogramy sme vytvorili pomocou metddy
maximalnej vierohodnosti (maximum likelihood) (pocet bootstrap replikacii 1000) v pro-

grame MEGAX na zaklade modelu Tamura-Nei (Tamura & Nei 1993).

3.4 Real time PCR na detekciu Anaplasma phagocytophilum

Na detekciu pritomnosti A. phagocytophilum v biologickom materiali sme amplifiko-
vali 77-bp dlhy tsek génu msp2 (z angl. major surface protein) (Tab. 4, 5) pomocou real
time PCR (Courtney et al. 2004; Svitalkova et al. 2015).

Tab. 4: Primery pouzité na amplifikaciu useku génu msp2 A. phagocytophilum
ApMSP2f (5"-ATGGAAGGTAGTGTTGGTTATGGTATT-3")

ApMSP2r (5-TTGGTCTTGAAGCGCTCGTA-3")

Tab. 5: Komplementarna proba TagMan:
ApMSP2p TagMan probe (5-TGGTGCCAGGGTTGAGCTTGAGATTG-3

znacena 5’-FAM — TAMRA-3’

Real time PCR je metoda, ktora umoznuje presnu kvantifikaciu Specifickych nukleo-
vych kyselin v komplexnej zmesi aj v pripade, Ze vychodiskova koncentracia izolovanej
DNA je vo vel'mi nizkej hodnote. Sleduje sa amplifikacia cielovej sekvencie v redlnom Case
za pouzitia fluorescencnej technoldgie.

Pri priprave PCR mixu sme pouzivali komerény SuperHot Master Mix (BIORON,
Germany). Reak¢énti zmes sme pripravovali v Cleanroome v PCR boxe (BIOAIR INSTRU-
MENTS, Taliansko) za zachovania sterilnych podmienok.

Reakénu zmes (Tab. 6) sme zvortexovali na vortexe (BIOSAN, LotySsko) a rozpipe-
tovali po 20 ul do stripov PCR, mikroskiimaviek spojenych po 8 kusov so samostatnym
vieckom s objemom 0,2 ml (BIORAD, USA). Najvyssi mozny pocet vzoriek testovanych
pri jednej detekcii bol 96, teda 94 nami testovanych templatovych DNA a pozitivna a nega-

tivna kontrola. Do kazdej mikroskimavky sme nasledne napipetovali 5 pl z nami
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vyizolovanej vzorky DNA. Pozitivna a negativna kontrola bola pouzita pri kazdej reakcii.
Ako pozitivnu kontrolu sme pouzili DNA vzorky pozitivnej na A. phagocytophilum. Do ne-
gativnej kontroly sme namiesto vzorky DNA pridali 5 ul Nuclease Free Water, ktorti sme

pouzivali aj pri priprave PCR mixu.

Tab. 6: ZloZenie reakénej zmesi na jednu vzorku.

SuperHot Master Mix (2x) 125l
MgCl; (100 mM) 2,6 pl
ApMSP2f (10 uM) 2,3 ul
ApMSP2r (10 uM) 2,3l
Préba ApMSP2p-FAM (10 uM) 0,3 ul

Podmienky PCR reakcie boli nasledovné: uvodna denaturacia pri 94°C po dobu 2 mi-
nuty a nésledne 39 cyklov denaturéacie pri 94°C po dobu 15 sektind a anelacie pri 60°C po
dobu 1 minuty. Kazda reakcia sa uskutocnila pri reakénom objeme 25 pl v stripoch. PouZzili
sme termocyklér (CFX96 Real-Time PCR System, Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Vysledky sme vyhodnotili pomocou programu CFX Manager (Bio-Rad, CA, USA)
(Obr. 17). Za pozitivne vzorky sme povazovali tie, ktorych krivky rastli exponencialne

-----

nasledne ulozili do suboru.
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Obr. 17: Graficky vystup z chromatografu pre Real Time PCR, tmavo vyznacena krivka je pozitivna kontrola
(v tomto pripade s hodnotou Cq = 21,36).
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4 VYSLEDKY

4.1. Tkanivové vzorky

Od oktobra 2018 do konca decembra 2019 sa ndm od polovnikov podarilo ziskat
vzorky z celkovo 127 jedincov. Ziskané vzorky pochadzali zo Styroch jelenov Cervus
elaphus, 17 srncov Capreolus capreolus, 19 danielov Dama dama Linnaeus, 1758, troch
mufléonov Ovis musimon Pallas, 1811, 84 diviakov Sus scrofa Linnaeus, 1758, dvoch liSok
a jednej kuny. Jednalo sa 0 ulovené, zrazené pripadne uhynuté zvierata. Ziadne zo zvierat
nebolo usmrtené na ucel vyskumu. Od pol'ovnikov sme ziskavali prednostne vzorky slezin,
pripadne krvnua zrazeninu.

Zo vsetkych ziskanych vzoriek slezin bola izolovand DNA a z izolatov sa nasledne
robila PCR na detekciu Babesia spp. a Theileria spp., po ktorej nasledovala elektroforéza,
aby sme videli, ¢i boli vzorky pozitivne alebo negativne. Pozitivne vzorky sme nasledne
poslali do externého komeréného laboratéria a pomocou BLAST sme detegovali identitu
konkrétneho druhu Piroplasmida. Pouzitim PCR sme DNA z vybranych vzoriek slezin vy-
Setrili na pritomnost” A. phagocytophilum. Vysledky detekcie patogénov st zhrnuté v prilo-
zenej tabul’ke (Tab.7).

Tab. 7: Vysetrené vzorky slezin vol'ne zijucich zvierat s uvedenim lokality. Hrubym pismom st vyznacené
koinfekcie Babesia spp./Theileria spp. a A. phagocytophilum.

Druh zvierata | Lokalita, okres Infekcia Babesia spp./ Infekcia

Theileria spp. A. phagocytophilum
C. elaphus Borsky Sv. Jur, SE T. capreoli A. phagocytophilum
C. elaphus Borsky Sv. Jur, SE | T. capreoli A. phagocytophilum
C. elaphus Zavod, MA T. capreoli A. phagocytophilum
C. elaphus Jablonka, MY T. capreoli, slabo pozit. A. phagocytophilum
C. capreolus Lab, MA T.capreoli, slabo pozit. A. phagocytophilum
C. capreolus Senica, SE neg. A. phagocytophilum
C. capreolus Raca, BA neg. A. phagocytophilum
C. capreolus Slanec, BA T. capreoli A. phagocytophilum
C. capreolus Raéa, BA T. capreoli A. phagocytophilum
C. capreolus Raca, BA T. capreoli NEVYSETRENE
C. capreolus Raca, BA T. capreoli neg.
C. capreolus Rada, BA neg. neg.
C. capreolus Raca, BA T. capreoli A. phagocytophilum
C. capreolus Raca, BA T. capreoli, slabo pozit. A. phagocytophilum
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C. capreolus Raca, BA neg. neg.

C. capreolus Raca, BA T. capreoli A. phagocytophilum
C. capreolus Jablonka, MY T. capreoli A. phagocytophilum
C. capreolus Polianka, MY neg. A. phagocytophilum
C. capreolus Jablonka, MY T. capreoli, slabo pozit. A. phagocytophilum
C. capreolus Raca, BA T. capreoli neg.

C. capreolus Raca, BA T. capreoli neg.

D. dama Raca, BA T. capreoli neg.

D. dama Raca, BA T. capreoli A. phagocytophilum
D. dama Raca, BA neg. A. phagocytophilum
D. dama Raca, BA neg. A. phagocytophilum
D. dama Raca, BA neg. A. phagocytophilum
D. dama Devinka Kobyla, BA | T. capreoli A. phagocytophilum
D. dama Kacin, BA T. capreoli A. phagocytophilum
D. dama Raca, BA T. capreoli A. phagocytophilum
D. dama Polianka, MY neg. A. phagocytophilum
D. dama Raca, BA T. capreoli A. phagocytophilum
D. dama Raca, BA T. capreoli A. phagocytophilum
D. dama Raéa, BA T. capreoli A. phagocytophilum
D. dama Raca, BA T. capreoli NEVYSETRENE
D. dama Raca, BA neg. A. phagocytophilum
D. dama Raéa, BA T. capreoli A. phagocytophilum
D. dama Raca, BA neg. neg.

D. dama Raéa, BA T. capreoli A. phagocytophilum
D. dama Raéa, BA T. capreoli A. phagocytophilum
O. musimon Kacin, BA neg. neg.

O. musimon Raca, BA neg. neg.

O. musimon Raca, BA neg. A. phagocytophilum
S. scrofa Borsky Sv. Jur, SE neg. neg.

S. scrofa Plav. Stvrtok, MA neg. neg.

S. scrofa Plav. Stvrtok, MA neg. neg.

S. scrofa Plav. Stvrtok, MA neg. A. phagocytophilum
S. scrofa Plav. Stvrtok, MA neg. neg.

S. scrofa Plav. Stvrtok, MA neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE

S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE

S. scrofa Raca, BA neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. neg.
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S. scrofa Raca, BA neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. A. phagocytophilum, slabo poz.
S. scrofa Kadin, BA neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. neg.

S. scrofa Maria foraz les neg. A. phagocytophilum
S. scrofa Kadin, BA neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. neg.

S. scrofa Kadin, BA neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. neg.

S. scrofa Devinska Kobyla, BA | neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. A. phagocytophilum
S. scrofa Raca, BA neg. neg.

S. scrofa Mestské lesy, BA neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Kagin, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. A. phagocytophilum
S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Budany, TT neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Budany, TT neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. neg.
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S. scrofa Raca, BA neg. A. phagocytophilum, slabo poz.
S. scrofa Cerova, SE neg. neg.

S. scrofa Hlboké, SE neg. neg.

S. scrofa Hlboké, SE neg. neg.

S. scrofa Lesopark, BA neg. A. phagocytophilum
S. scrofa Jablonka, MY neg. neg.

S. scrofa Jablonka, MY neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. A. phagocytophilum, slabo poz.
S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. neg.

S. scrofa Plav. Stvrtok, MA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. A. phagocytophilum
S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Plav. Stvrtok, MA neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. neg.

S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. NEVYSETRENE
S. scrofa Raca, BA neg. A. phagocytophilum, slabo poz.
V. vulpes Rovensko, SE neg. neg.

V. vulpes Rovensko, SE B. vulpes, slabo pozit. neg.

M. foina Rovensko, SE neg. neg.
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4.1.1 Piroplasmida

4.1.1.1 Prevalencia

Testovanie na pritomnost’ Piroplasmida odhalila pritomnost’ Babesia vulpes u jednej
lisky a Theileria capreoli pri vzorkach z 28 jedincov roznych druhov jeleniovitych (Obr. 18).

Spolu bolo pozitivnych 29 vzoriek slezin z celkovo 127 vySetrenych, ¢o predstavuje mieru

prevalencie piroplaziem 22,8 % (Tab. 7)

Obr. 18: Vizualizacia PCR amplifikovaného fragmentu génu 18S rRNA Babesia spp./Theileria spp. vo vyske
450 bp na agar6zovom géli. Drahy (zl'ava do prava): 1 - DNA ladder 100 bp, 2 - negativna kontrola, 3 - pozi-
tivna kontrola, 4-6 - T. capreoli v slezine srnca, daniela a jelenia. 7 - T. capreoli.v samicke . ricinus zo srnca,
8 - Babesia sp. v samicke H. concinna zo srnca.

Pritomnost’ T. capreoli bola zaznamenana vo vsetkych $tyroch vzorkach slezin jele-
nov, ¢o predstavuje prevalenciu 100 %.

Pri testovani vzoriek zo srncov sa nam pritomnost’ tohto patogénu potvrdila v 12 z cel-
kového poctu 17 vySetrenych vzoriek, o predstavuje mieru prevalencie 70,5 %.

Vzorky z danielov pochéadzali z celkovo 18 jedincov, pricom pritomnost’ T. capreoli
sa potvrdila u 12 jedincov, ¢o predstavuje podobnil mieru prevalencie ako pri srncoch a to
66,6 %.

Vsetky z celkovo 82 vySetrenych vzoriek slezin diviakov boli negativne.
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Z celkového poctu troch kusov vysetrenych vzoriek divozijicich misozravcov ( 2
lisky a 1 kuna) sa v jednej liske potvrdila pritomnost’ B. vulpes, na zéklade ¢oho mozeme

konstatovat’ 50 % prevalenciu tohto druhu mikroorganizmu v liskach.

4.1.1.2 Molekularna analyza

Na zaklade ziskanych sekvencii fragmentu génu 18S rRNA v pozitivnej vzorke zo
sleziny liSky a vybranych sekvencii B. vulpes, ktoré si ulozené v GenBank, sme zostrojili
fylogeneticky strom, v ktorom vsetky sekvencie tvoria jeden klaster (Obr. 19). Pomocou
BLAST analyzy sme potvrdili 100%-nu zhodu nami identifikovanej sekvencie so sekven-
ciami izolatov z liSok zo Slovenska (KY 175167 = pristupové ¢islo v GeBank), z Talianska
(MK 742780), Spanielska (MK585200), Izracla (KJ871352) a Turecka (MF040155) a zo psa
z Ruska (MT509981).

Na zaklade sekvencii fragmentu génu 18S rRNA vo vybranych pozitivnych vzorkach
zo slezin jelenovitych a vybranych sekvencii Theileria sp., ktoré st ulozené v GenBank, sme
zostrojili fylogeneticky strom, v ktorom st sekvencie zoradené v jednom klastri, pricom sek-
vencie z C. capreolus tvoria osobitny subklaster (Obr. 20). Pomocou BLAST analyzy sme
potvrdili 100%-nt mieru zhody naSich sekvencii z danielov a jelefiov so sekvenciami T. cap-
reoli resp. Theileria spp. v izolatoch z danielov a jelenov zo Slovenska (KX470612,
KX470611), z jelenov z Nemecka (KU510436) a Pol'ska (DQ520836), a 100%-nti zhodu
naSich sekvencii zo srncov so sekvenciami T. capreoli resp. Theileria spp. v izolatoch zo

srncov zo Slovenska (KX470610) a Spanielska (DQ866842).
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Babesia vulpes pes MT509981 Rusko

Babesia vulpes Vulpes vulpes MK742780 Taliansko

Babesia annae pes MK585200 Spanielsko

Babesia vulpes Vulpes vulpes KY175167 Slovensko

Babesia vulpes Vulpes vulpes KJ871352 |zrael

* Babesia vulpes Vulpes vulpes Slovensko

Babesia vulpes Vulpes vulpes MF040155 Turecko

Cardiosporidium cionae EU052685

0.050

Obr. 19: Fylogeneticky strom sekvencie 18S rRNA Babesia vulpes zostrojeny pomocou metody
maximalnej vierohodnosti (maximum likelihood) a modelu Tamura-Nei. Zobrazeny je fylogeneticky
strom s najvysSou pravdepodobnost'ou vierohodnosti. V kone¢nom stbore bolo celkovo 375 pozicii. Pocia-
toény strom/stromy pre heuristické vyhl'adavanie boli ziskané automaticky pouzitim algoritmov Neighbor-Join
a BionNJ pre maticu parovych vzdialenosti odhadovanych pomocou principu modelu Tamura-Nie a vyber to-
pologie s vyssou hodnotou pravdepodobnosti vierohodnosti. Diskrétna distribucia Gamma bola pouZitd na mo-
delovanie vyvojovych rozdielov medzi miestami (5 kategorii (+G, parameter = 0,3086)). Strom sme nakreslili
do mierky s dizkami vetiev meranymi v poéte substiticii na mieste. Analyza zahfiiala 8 nukleotidovych sek-
vencii. VSetky polohy obsahujice medzery a chybajice udaje boli eliminované (moznost’ kompletnej delécie).
Mierka znazoriuje 5 substiticii na 100 nukleotidovych pozicii. Izolat ziskany v naSej praci je oznaceny
hviezdi¢kou. Izolaty ulozené v databaze GenBank st oznaCené Cislom (accession number), hostitelom
a krajinou pdévodu. Cardiosporidium cionae (podl'a Schnittger et al. 2012) slizi ako vonkajsia skupina
(outgrooup) na zakorenenie stromu.
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* Theileria capreoli Ixodes ricinus nymfa z daniela Slovensko

* Theileria capreoli Ixodes ricinus samicka z daniela Slovensko

* Theileria capreoli Dama dama Slovensko (Devinska Kobyla)

* Theileria capreoli Dama dama Slovensko (Raca)

* Theileria capreoli Dama dama Slovensko (Hiboka mlaka)

* Theileria capreoli Cervus elaphus (Jablonka)

* Theileria capreoll Cervus elaphus Slovensko (Zavod)

* Theileria capreoli Cervus elaphus Slovensko (Borsky Svaty Jur)

Theileria capreoli Ixodes ricinus adult z daniela Slovensko KX470623

Theileria capreoli Haemaphysalis concinna samicka z hlodavca Slovensko KU550696

Theileria sp. ZS T04 Cervus elaphus DQ520836 Polsko

Theileria sp. CS-2016a Cervus elaphus KU510436 Nemecko

Theileria sp. SH-2015a Haemaphysalis concinna KT725851 Madarsko

Theileria capreoli Dama dama KX470612 Slovensko

Theileria capreoli Cervus elaphus KX470611 Slovensko

* Theileria capreoli Capreolus capreolus Slovensko (Jablonka)

* Theileria capreoli Capreolus capreolus Slovensko (Bratislava - Vinohrady)

* Theileria capreoll Capreolus capreolus Slovensko (Lab)

Theileria capreoli Capreolus capreolus KX470610 Slovensko

Theileria sp. 3185/02 Capreolus capreolus DQ866842 Spanielsko

Cardiosporidium cionae EU052685
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Obr. 20: Fylogeneticky strom sekvencii 18S rRNA Theileria spp. zostrojeny pomocou metody
maximalnej vierohodnosti (maximum likelihood) a modelu Tamura-Nei. Zobrazeny je fylogeneticky
strom s najvyssou pravdepodobnost'ou vierohodnosti. V kone¢nom stibore bolo celkovo 374 pozicii. Percento
stromov, v ktorych sa zoskupili zdruzené taxony je zobrazené vedl'a vetvy. Podiato¢ny strom/stromy pre heu-
ristické vyhl'adavanie boli ziskané automaticky pouzitim algoritmov Neighbor-Join a BionNJ pre maticu pa-
rovych vzdialenosti odhadovanych pomocou principu modelu Tamura-Nie a vyber topolégie s vy$sou hodno-
tou pravdepodobnosti vierohodnosti. Diskrétna distribicia Gamma bola pouzita na modelovanie vyvojovych
rozdielov medzi miestami (5 kategérii (+G, parameter = 0,4082)). Strom sme nakreslili do mierky s dizkami
vetiev meranymi v pocte substitucii na mieste. Analyza zahimala 21 nukleotidovych sekvencii. Vsetky polohy
obsahujliice medzery a chybajuce udaje boli eliminované (moznost’ kompletnej delécie). Mierka znazornuje 5
substiticii na 100 nukleotidovych pozicii. Izolaty ziskané v naSej praci st oznacené hviezdickami. Izolaty
ulozené v databaze GenBank st oznacené ¢islom (accession number), hostitefom a krajinou pévodu.
Cardiosporidium cionae (podla Schnittger et al. 2012) slizi ako vonkajsia skupina (outgrooup) na zakorenenie
stromu.

4.1.2 Anaplasma phagocytophilum

Pri vySetreniach na pritomnost” A. phagocytophilum sme pristupili k vyberu vzoriek, a
to z kapacitnych dovodov a taktiez z dovodu, ze epidemiologicka situacia z izemia Malych
Karpat, z ktorych pochadzali viaceré vzorky ziskané z Bratislavského kraja, je zo §tadii z po-
slednych rokov uz ¢iasto¢ne znama (Kazimirova et al., 2018). Z celkového poétu 94 vyset-
renych vzoriek bolo 42 pozitivnych (Tab. 7), o predstavuje spolu 44,6 % mieru premorenia
u lovnej zveri na juhozapadnom Slovensku. Pozitivne vzorky sme vyhodnocovali v Real
Time PCR na zaklade hodnoty Cq, pricom za pozitivnu sme povazovali kazda vzorku s hod-
notou nizSou ako 37,5 (Obr. 21). Vo viacerych vySetrenych vzorkach boli zistené koinfekcie
T. capreoli a A. phagocytophilum (Tab. 7).

Koinfekcie boli celkovo zaznamenané v miere 23,4 %.

Vo vsetkych Styroch vzorkach pochédzajucich z jelefiov bola zistena okrem predtym
zistenej pritomnosti T. capreoli pritomnost’ A. phagocytophilum, ¢o predstavuje 100 % pre-
valenciu pritomnosti oboch tychto mikroorganizmov.

Zo vzoriek slezin srncov bolo vybranych 16 kusov, ktoré boli otestované na pritom-
nost’ A. phagocytophilum, pri¢om pozitivny vysledok bol zaznamenany pri 11 vzorkach, ¢o
predstavuje 68,7 % prevalenciu. Koinfekcia bola zistend v 8 vzorkach, ¢o znamend, ze 50 %

srncov predstavuje rezervoar pre viac ako jeden patogén stcasne.
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Obr. 21: Vzorka sleziny C. capreolus testovana na pritomnost’ A. phagocytophilum s hodnotou Cq 22,9.

Na testovanie bolo vybranych 17 vzoriek slezin z danielov, pricom A. phagocy-
tophilum bola pritomna v 16 vzorkach, ¢o naznacuje 94,1 % mieru premorenia, pricom az
v 10 pripadoch sa jednalo o koinfekciu. Koinfekcia T. capreoli a A. phagocytophilum pred-
stavuje 58,8 %.

Z troch testovanych slezin muflonov bola pozitivna len jedna vzorka, ¢o predstavuje
33,3 %, pricom koinfekcie neboli zaznamenané.

Z vybranych 51 vzoriek z diviakov bola pritomnost’ A. phagocytophilum zaznamenana
v 10 vzorkéch, ¢o predstavuje prevalenciu 19,6 %, pricom treba povedat’, Ze 4 z 10 pozitiv-
nych vzoriek boli slabo pozitivne. U Ziadnej vzorky nebola zaznamenana koinfekcia s inym
vySetrenym druhom mikroorganizmu.

Vsetky tri vzorky ziskané z divozijiicich médsoZravcov boli negativne na pritomnost’ A.

phagocytophilum.

55



4.2 KlieSte

4.2.1 Druhové spektrum kliest’ov

Od oktobra 2018 do decembra 2019 sa nam z materialu poskytnutého od polovnikov
(ratice, koza) podarilo z lokalit na juhozapadnom Slovensku ziskat’ celkovo 1424 kliestov
roznych ontogenetickych stadii, ktoré sme zaradili do troch druhov: Ixodes ricinus, Haema-

physalis concinna a Dermacentor reticulatus (Tab. 8).

Tab. 8: Celkovy pocet zozbieranych kliest'ov zaradenych do druhu a vyvinového Stadia.

Druh Larva Nymfa Samicka Saméek Spolu
I. ricinus 30 214 239 101 584
H. concinna 91 343 63 283 780
D. reticulatus - - 23 37 60
Spolu 121 557 325 421 1424

Klieste pochadzali z 15 srncov (Tab. 9), 10 jeletiov (Tab. 10), 14 danielov (Tab. 11), 3

muflénov (Tab. 12) a 9 diviakov (Tab. 13) a medzidruhovo boli zastupené rozne.

Tab. 9: Celkovy pocet kliestov zozbieranych zo srncov na juhozapadnom Slovensku.

Druh Larva Nymfa Sami¢ka Saméek Spolu

I. ricinus 13 67 25 10 115

H. concinna 76 252 62 283 673

Spolu 89 319 87 293 788
Tab. 10: Celkovy pocet kliestov zozbieranych z jelefiov na juhozapadnom Slovensku.

Druh Larva Nymfa Samic¢ka Saméek Spolu

I. ricinus - 7 47 8 62

D. reticulatus - - - 6 6

Spolu - 7 47 14 68
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Tab. 11: Celkovy pocet kliestov zozbieranych z danielov na juhozapadnom Slovensku.

Druh Larva Nymfa Samicka Samcek Spolu
I. ricinus 17 132 154 80 383
H. concinna 15 91 1 - 107
D. reticulatus - - 4 5 9
Spolu 32 223 159 85 499
Tab. 12: Celkovy pocet kliestov zozbieranych z muflénov na juhozapadnom Slovensku.

Druh Larva Nymfa Samicka Saméek Spolu
I. ricinus - 8 3 7 18
Spolu - 8 3 7 18

Tab. 13: Celkovy pocet kliestov zozbieranych z diviakov na juhozapadnom Slovensku.

Druh Samicka Saméek Spolu
I. ricinus 6 - 6

D. reticulatus 19 26 45
Spolu 25 26 51

4.2.2 VySetrenie na Piroplasmida

4.2.2.1 Prevalencia

Z kapacitnych dovodov nebolo mozné testovat’ vSetky klieSte, preto sme na testovanie
na pritomnost’ Piroplasmida urobili ndhodny vyber kliestov najviac po 5 kusov z kazdého
druhu a ontogenetického $tadia z jedného zvierat'a. Larvy boli izolované v pooloch po 5 ku-
SoV V pocte najviac 5 poolov z jedného druhu a z jedného zvierata. Celkovo sme na pritom-
nost’ Piroplasmida vySetrili 221 vzoriek klieStov, z ktorych bolo 58 vzoriek pozitivnych, ¢o
znamena 26,2 % mieru premorenia piroplazmami u kliestov cicajucich na lovnej zveri.
U druhu I. ricinus sme z celkového poétu 131 vySetrenych pozitivitu potvrdili v 37 vzorkach,
¢o znamena 28,2 % mieru prevalencie. Pri druhu H. concinna sme potvrdili len dve pozitivne
vzorky z 32, ¢o predstavuje 6,25 % prevalenciu. Pri testovani kliestov druhu D. reticulatus
bolo 19 z 58 vzoriek pozitivnych, ¢o predstavuje mieru premorenia az 32,75 %.

Pri testovani klieStov zozbieranych z jeleiov sa nam podarilo v jednom pripade za-
chytit’ pritomnost’ Babesia sp., avSak z dovodu nekvalitnej sekvencie sa nam nepodarilo

mikroorganizmus zaradit’ do druhu. Celkovo bolo z jelefiov vySetrenych 16 vzoriek kliestov,
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jeden jedinec H. concinna a 15 vzoriek I. ricinus. Prevalencia vyskytu Babesia spp. v klies-
toch z jelenov bola 6,25 %. Pozitivny kliest’ bola samicka I. ricinus a pochadzal z blizsie
nespecifikovanej oblasti Pol'ovného reviru Zahorie z 31.10. 2018.

Pri kliest'och zo srncov sa pri testovani podarilo odhalit’ 9 pozitivnych vzoriek, pricom
sa nam podarilo niektoré zaradit’ do druhu T. capreoli. Celkovy pocet vySetrenych vzoriek
kliestov bol 37, z ¢oho 22 patrilo do druhu I. ricinus so 7 pozitivnymi vzorkami a prevalen-
ciou 31,8 % a 15 patrilo do druhu H. concinna s dvoma pozitivnymi vzorkami, pricom miera
zamorenia bola 13,3 %. Pozitivne vzorky pochadzali z Malych Karpat (Raca, BA) (Tab. 14).

Celkova miera zamorenia klie$t'ov zo srncov bola 24,3 %.

Tab. 14: Pozitivne vzorky kliestov pochadzajice zo smcov testované na pritomnost’ Babesia spp.

Hostitel’ Kliest’ Vyvinové Datum Lokalita Infekcia
Stadium

C. capreolus | I. ricinus Samicka 5.8.2019 Racda, BA T. capreoli
C. capreolus | I. ricinus Nymfa 5.8.2019 Raca, BA T. capreoli
C. capreolus | I. ricinus Samdek 11.8.2019 Racda, BA T. capreoli
C. capreolus | I. ricinus Samicka 1.11.2019 Racda, BA Babesia spp.
C. capreolus | H. concinna | Samicka 1.11.2019 Raca, BA Babesia spp.
C. capreolus | H. concinna | Samicka 1.11.2019 Raca, BA Babesia spp.
C. capreolus | I. ricinus Nymfa 1.11.2019 Raca, BA Babesia spp.
C. capreolus | I. ricinus Nymfa 1.11.2019 Raca, BA Babesia spp.
C. capreolus | I. ricinus Nymfa 1.11.2019 Raca, BA Babesia spp.

Pri testovani na pritomnost’ Babesia spp. z klieStov parazitujucich daniele sa nam po-
darilo zistit’ pozitivitu (Obr. 18) pri 27 kliest'och, pricom vsetky okrem jedného jedinca D.
reticulatus patrili do druhu I. ricinus (Tab. 15). VySetrenych bolo celkovo 92 kliestov, 71 1.
ricinus, 17 H. concinna a 4 D. reticulatus. Celkova miera zamorenia piroplazmami u klies-
tov cicajucich na danieloch bola 29,3 %. Prevalencia infekcie u I. ricinus bola 36,6 % au
druhu D. reticulatus 25 %. Klieste boli zozbierané zo zvierat zo Stupavy, Pol'ovného reviru
Zahorie a z Malych Karpat (Raca, BA). Podarilo sa nam identifikovat’ druh T. capreoli v sa-
mickach, nymfach aj larvach . ricinus. V jednej nymfe I. ricinus pochadzajicej z Malych
Karpat sme zaznamenali pritomnost’ B. venatorum, ktora predstavuje potencidlne nebezpe-

¢enstvo aj pre I'udi.

58



Tab. 15: Pozitivne vzorky kliestov pochadzajuce z danielov testované na pritomnost’ Babesia spp.

Hostitel’ Kliest’ Vyvinové Datum Lokalita Infekcia
Stadium
D. dama I. ricinus Samicka 12.10.2018 Stupava, MA T. capreoli
D. dama . ricinus Samicka 12.10.2018 Stupava, MA T. capreoli
D. dama I. ricinus Nymfa 12.10.2018 Stupava, MA T. capreoli
D. dama I. ricinus Samicka 12.10.2018 Stupava, MA T. capreoli
D. dama D. reticulatus | Samicka 30.10.2018 PR Zahorie, MA | Babesia spp.
D. dama I. ricinus Samicka 8.8. 2019 Raca, BA T. capreoli
D. dama I. ricinus Nymfa 8.8. 2019 Raca, BA T. capreoli
D. dama I. ricinus Nymfa 8.8. 2019 Raca, BA T. capreoli
D. dama I. ricinus Nymfa 8.8.2019 Raca, BA T. capreoli
D. dama . ricinus Nymfa 8.8.2019 Raca, BA T. capreoli
D. dama . ricinus Nymfa 8.8.2019 Raca, BA T. capreoli
D. dama . ricinus Nymfa 8.8.2019 Raca, BA T. capreoli
D. dama . ricinus Samicka 8.8.2019 Racda, BA T. capreoli
D. dama . ricinus Samicka 8.9.2019 Racda, BA T. capreoli
D. dama I. ricinus Nymfa 8.9.2019 Raca, BA B. venatorum
D. dama I. ricinus Nymfa 24.10.2019 Raca, BA T. capreoli
D. dama . ricinus Nymfa 24.10.2019 Raca, BA T. capreoli
D. dama . ricinus Nymfa 24.10.2019 Raca, BA T. capreoli
D. dama . ricinus Larvy POOL 24.10.2019 Raca, BA T. capreoli
D. dama I. ricinus Larvy POOL 24.10.2019 Raca, BA T. capreoli

Vsetkych 18 kliestov pochadzajucich z muflénov bolo na pritomnost” Babesia spp.
negativnych. Z nich 9 kliestov pochadzalo z troch zvierat z Polovného reviru Zahorie z ok-
tobra 2018. Z Malych Karpat pochadzalo taktiez 9 kliestov z jedného zvierata a boli zoz-
bierané v novembri 2019.

Z kliestov ziskanych z diviakov bolo pozitivne testovanych na pritomnost’ Babesia
spp. 21 vzoriek z celkového poctu 58 testovanych, ¢o predstavuje prevalenciu 36,2 %. Vy-
Setrenych bolo 5 vzoriek druhu . ricinus, pricom 3 boli pozitivne, ¢o naznacuje 60 % pre-
valenciu. Z poctu 53 testovanych vzoriek D. reticulatus bolo pozitivnych 18, ¢o znamena,
ze miera infekcie bola u tohto druhu 33,9 %.Vsetky pozitivne vzorky pochadzali z lesov
v okoli obce Plavecky Stvrtok v okrese Malacky. Pozitivne vzorky sa nam nepodarilo prira-

dit’ ku konkrétnemu druhu, ale podarilo sa ich zaradit’ do rodu Babesia.
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4.2.2.2 Molekularna analyza

Na zaklade sekvencie fragmentu génu 18S rRNA v pozitivnej vzorke z nymfy I. ri-
cinus a vybranych sekvencii B. sp. venatorum, ktoré st ulozené v GenBank, sme zostrojili

fylogeneticky strom, v ktorom vSetky sekvencie tvoria jeden klaster (Obr. 22).

Babesia sp. venatorum Ixodes ricinus KJ663730 Taliansko
Babesia sp. venatorum Capreolus capreolus EF 185818 Francuzsko

Babesia sp. venatorum Homo sapiens KP072001 Polsko

Babesia sp. venatorum Capreolus capreolus KU351818 Nemecko

Babesia sp. venatorum Capreolus capreolus MG344777 Ceska republika

Babesia sp. venatorum Ixodes ricinus z vegetacie KU550684 Slovensko

* Babesia sp. venatorum |. ricinus z daniela Slovensko

Cardiosporidium cionae EU052685

0.050

Obr. 22: Fylogeneticky strom sekvencii 18S rRNA Babesia sp. venatorum. zostrojeny pomocou metody
maximalnej vierohodnosti (maximum likelihood) a modelu Tamura-Nei. Zobrazeny je fylogeneticky
strom s najvyssou pravdepodobnostou vierohodnosti. V kone¢nom stibore bolo celkovo 446 pozicii. Percento
stromov, v ktorych sa zoskupili zdruzené taxony je zobrazené vedl'a vetvy. Pociatony strom/stromy pre heu-
ristické vyhladavanie boli ziskané automaticky pouzitim algoritmov Neighbor-Join a BionNJ pre maticu pa-
rovych vzdialenosti odhadovanych pomocou principu modelu Tamura-Nie a vyber topolédgie s vy$sou hodno-
tou pravdepodobnosti vierohodnosti. Diskrétna distribicia Gamma bola pouZita na modelovanie vyvojovych
rozdielov medzi miestami (5 kategérii (+G, parameter = 0,2634)). Strom sme nakreslili do mierky s dizkami
Vetiev meranymi v pocte substitlcii na mieste. Analyza zahinala 8 nukleotidovych sekvencii. VSetky polohy
obsahujuce medzery a chybajice daje boli eliminované (moznost’ kompletnej delécie). Mierka znazorfiuje 5
substittcii na 100 nukleotidovych pozicii. Izolat ziskany v nasej praci je oznaceny hviezdi¢kou. Izolaty ulozené
v databaze GenBank st oznac¢ené ¢islom (accession number), hostitel'om a krajinou pévodu. Cardiosporidium
cionae (podl'a Schnittger et al. 2012) slizi ako vonkaj$ia skupina (outgrooup) na zakorenenie stromu.

Pomocou BLAST analyzy sme potvrdili 100%-na zhodu nami identifikovanej sekven-

cie so sekvenciami izolatov z|l. ricinus zo Slovenska (KU550684) a z Talianska
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(KJ663730), izolatov zo srncov z Franctizska (EF185818), Nemecka (KU351818), Ceskej
republiky (MG344777) a z krvi nakazeného ¢loveka z Pol'ska (KP0720001).
Vo fylogenetickom strome sekvencie Theileria spp. identifikované v kliestoch tvoria

I. ricinus z danielov jeden klaster spolu so sekvenciami zo slezin jelefiov a danielov (Obr.
20).

4.2.3 Anaplasma phagocytophilum

Pri testovani na A. phagocytophilum sme z ¢asovych a kapacitnych dovodov nevyset-
rovali vSetky vzorky kliestov, ale urobili sme nahodny vyber roznych ontogenetickych Stadii
druhu I. ricinus, prednostne mimo lokality Malé Karpaty, pretoze tu sa robila v predchadza-
jucich rokoch taktiez studia (Kazimirova et al., 2018), takze prevalenciu patogénu mézeme
predpokladat’.

Celkovo sme na vySetrenie A. phagocytophilum otestovali 180 vzoriek kliestov (Obr.
23) z vol'ne zijucich zvierat vyskytujucich sa na juhozapadnom Slovensku, z toho 131 vzo-
rick bolo pozitivnych, priCom sme za pozitivnu povazovali kazda vzorku s hodnotou Cq
nizSou ako 37,5, podobne ako pocas vySetrenia slezin zo zvierat. Zistili sme mieru zamorenia
kliestov patogénom A. phagocytophilum 72,77 %.

Na vySetrenie boli testované aj dve vzorky obsahujtce larvy I. ricinus v pooloch (Tab.
16) po 5, z ¢oho jedna vzorka bola pozitivna. Daniel, z ktorého pochadzali pozitivne larvy,
bol taktiez pozitivny na pritomnost’ A. phagocytophilum, pricom sa unho vyskytovala tiez
koinfekcia T. capreoli. TaktieZ vd¢sina kliest'ov z tohto jedinca bolo pozitivnych na oba $tu-

dované patogény.

Tab. 16: VySetrenie lariev | ricinus z daniela v pooloch na pritomnost” A. phagocytophilum.

Kliest Hostitel’ Lokalita Datum Infekcia
Larvy POOL D. dama PR Zahorie 22.10.2018 Negativna
Larvy POOL D. dama Racda, BA 24.10.2019 Pozitivna

61



Amplification 8

3000
2500 +

2000

RFU

1500 §
1000 4

500 +

Cycles [ Log Scale

||_.l| rALE

Obr. 23: Pozitivna vzorka kliesta I. ricinus z jelefia testovana na pritomnost’ A. phagocytophilum s hodnotou
Cq 24,42

Nymfy sme vysetrovali v pocte 59 vzoriek, z ktorych bolo pozitivnych 34, na zaklade
c¢oho mdzeme predpokladat’ u lovnej zveri prevalenciu mikroorganizmu na trovni 57,6 %.
Z izemia Malych Karpat pochadzalo 43 vzoriek a ostatnych 16 pochadzalo zo Zéhoria. Pri
vzorkach z tizemia Malych Karpat bolo pozitivnych 23 vzoriek z vySetrenych 43, ¢o pred-
stavuje 53,5 % mieru zamorenia u nymf. Pri vzorkach zo Zahoria bolo pozitivnych 11 vzo-
riek, ¢o predstavuje 68,8 % zamorenost’ populacie nymf patogénom A. phagocytophilum.

Dospelych samiéiek |. ricinus sme na pritomnost’ A. phagocytophilum vysetrili 119,
Z ¢oho 100 bolo pozitivnych, €o predstavuje prevalenciu 84 %. Z izemia Malych Karpat
sme vySetrili 54 vzoriek, z coho bolo 48 pozitivnych, to znamena 88,9 % zamorenost’ popu-
lacie dospelych samiciek |. ricinus. Zo Zahoria sme vysetrili 65 vzoriek, z ktorych 52 bolo
pozitivnych, ¢o znamena, ze prevalencia nakazy je 80 %. Tieto porovnania demonstrujl, Ze
zamorenost’ populacii I. ricinus v sledovanych oblastiach na juhozapadneho Slovenska je
vel'mi podobna.

Okrem zamorenosti jednotlivych §tadii nami stanovenymi patogénmi sme venovali
osobitli pozornost’ koinfekciam piroplaziem a A. phagocytophilum. Pozorovali sme, Ze

u vSetkych kliestov I. ricinus, ktoré sme s pozitivnym vysledkom vysetrili na pritomnost’
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piroplaziem sa vyskytovala aj sibezna infekcia patogénom A: phagocytophilum, t.j. preva-

lencia koinfekcie bola 100 %.
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6. DISKUSIA

Klieste a divozijice zvierata s ako rezervoarovi hostitelia réznych patogénnych mik-
roorganizmov predmetom mnohych stadii. Je to ddlezité pre mapovanie tzv. hotspots, teda
ohnisk nakaz. Ulohe divozijucich parnokopytnikov a mésozravcov v cirkulacii kliestami
prenasanych patogénov sa V minulosti na Slovensku nevenovala vel'ka pozornost’, no v po-
slednych rokoch pocet §tadii zaoberajucich sa touto problematikou narasta.

Aké je ale druhové bohatstvo kliestov na juhozapadnom Slovensku? Aka je premore-
nost’ patogénmi Babesia spp., Theileria spp. a Anaplasma phagocytophilum u kliestov a di-
vozijucich zvierat na tomto uzemi? Ziskat’ odpovede na tieto otdzky bolo cielom mojej dip-
lomovej prace. V spolupraci s pol'ovnikmi sa nam od oktdbra 2018 do decembra 2019 po-
darilo z izemia juhozapadného Slovenska ziskat’ vzorky slezin zo 127 jedincov divozijicich
zvierat a zozbierat’ celkovo 1424 kliest'ov patriacich do rodov Ixodes, Haemaphysalis a Der-
macentor. Napriek tomu, Ze najvyssi pocet kliestov ( = 780) patril druhu H. concinna, mo-
zeme, konstatovat, Ze najrozsirenej$im druhom bol 1. ricinus, ako uviedol pre toto tizemie
Korbel (1956) vo svojej $tadii uz v minulom storoci. Ziskany pocet jedincov H. concinna
totiZz zna¢ne ovplyvnil jeden jedinec srnca uloveny v maji 2019 v Malych Karpatoch, z kto-
rého koze bolo zozbieranych celkovo az 541 jedincov druhu H. concinna v r6znych ontoge-
netickych Stadiach, co predstavuje vyse 69 % z celkového poctu zozbieranych kliest'ov to-
hoto druhu. Najmenej zastpenym bol druh D. reticulatus, ¢o bolo podmienené pravdepo-
dobne tym, Ze najvacsi podiel kliestov pochddzal zo zvierat ulovenych v Malych Karpatoch,
kde sa tento druh kliesta vyskytuje zriedkavo (Kazimirova et al. 2016, Hamsikova et al.
2016, Kazimirova et al. 2018)

6.1 Tkanivové vzorky

Na pritomnost’ Piroplasmida sme otestovali 127 vzoriek slezin, pricom sa v 27 vzor-
kach jelenovitych potvrdila pritomnost’ Theileria capreoli a v jednej vzorke z lisky Babesia
vulpes, na zaklade ¢oho moZeme konstatovat’ prevalenciu Piroplasmida na juhozapadnom
Slovensku 26,2 %. Prevalencie Babesia spp./ Theileria spp. u jednotlivych druhov divoziju-
cich zvierat boli rézne, u jelefiov Cervus elaphus 100 % (4/4) , u srncov Capreolus capreolus
70,5 % (12/17), u danielov Dama dama 66,6 % (12/18), u muflonov Ovis musimon 0 %
(0/4), u diviakov Sus scrofa 0% (0/82), u lisok Vulpes vulpes 50 % (1/2) a u kuny Martes
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foina 0 % (0/1). ). Na pritomnost’ A. phagocytophilum sme vysetrili celkovo 94 vzoriek sle-
zin lovnej zveri, pricom bolo 42 pozitivnych, ¢o predstavuje 44,6 % prevalenciu infekcie.
Prevalencie pri jednotlivych druhoch zvierat boli rozne. U jeleniov bola pritomnost’ A.
phagocytophilum potvrdena vo vsetkych 4 vzorkach, ¢o predstavuje 100 %, pricom u vset-
kych vzoriek sa vyskytovala koinfekcia s T. capreoli. Pri vzorkach zo slezin srncov bol vy-
skyt patogénu A. phagocytophilum potvrdeny v 11 vzorkach zo 16 vySetrenych, ¢o predsta-
vuje 68,7 %, pricom koinfekcia bola zaznamenana v 8 vzorkach, ¢o predstavuje 50 % mieru
koinfekcie. U danielov sme zaznamenali A. phagocytophilum v miere 94,1 % (16/17) a ko-
infekcia bola zachytena v 10 vzorkach, ¢o znamena 58,8 %. U muflonov bola A. phagocy-
tophilum zistena v jednej vzorke, priCom sme vysetrili 3 vzorky. Koinfekcia nebola zazna-
menana. V 10 vzorkéch slezin diviakov z 51 testovanych bola zaznamenana pritomnost’ A.
phagocytophilum, pricom koinfekcie neboli zaznamenané. Sleziny divozijicich mésozrav-
cov boli na pritomnost’ A. phagocytophilum negativne. Nakol’ko vSak bol pocet ulovenych
maésozravcov nizky, nemoézeme uplne vylucit’ existenciu infekcie tejto skupiny zvierat bak-
tériou ani na sledovanom uzemi Slovenska, nakol’ko infekcia méasozravcov vratane liSok
baktériou A. phagocytophilum bola potvrdena v Pol'sku a v d’alSich krajinach strednej Eu-
ropy (Szewczyk et al. 2019).

Podobny vyskum, pri ktorom boli testované tkanivové vzorky divozijucich parnoko-
pytnikov a misozravcov v Talianskych Alpach prebiehal v rokov 2008-2012 (Zanet et al.
2014), pricom bolo testovanych na pritomnost’ Babesia spp. celkovo 1036 vzoriek, z ktorych
bolo pozitivnych 103 ( prevalencia 9,94 %), o predstavuje podstatne niZsie Cislo v porov-
nani s naSimi vysledkami na juhozapadnom Slovensku. Prevalencie u jednotlivych druhov
sa taktiez roznili, a to U jelenov 44,23 % (23/52), u srncov 12,55 %, u danielov 0 % (0/17),
u diviakov 4,67 %, u kamzikov 22,22 % (8/36), u lisok 0,98 % (2/205), vlkov Canis lupus
0 % (0/7). Celkova prevalencia bola nizsia ako pri nami prezentovanom vyskume, naproti
tomu v Talianskych Alpach bol determinovany $irsi okruh Babesia spp./Theileria spp., a to
B. vulpes, B. bigemina, B. capreoli, B. venatorum a iné, ktoré sa nepodarilo ur¢it’ do druhu.
To naznacuje vysSiu prevalenciu druhov potencialne nebezpecnych pre l'udi. Rozdielne ¢isla
Vv prevalenciach u jednotlivych druhov , ako aj celkovej prevalencie mikroorganizmov mézu
suvisiet' s rozdielmi v klimatickych a geografickych pomeroch §tudovanych organizmov,
roznym spektrom hostitel'ov a vektorov a taktiez rozlicnou pocetnostou $tudovanych vzo-
riek.. Pri inom vyskume v Taliansku (Ebani et al. 2017) boli testované vzorky slezin divia-
kov okrem iného aj na pritomnost’ A. phagocytophilum, pricom pozitivne bolo len 1 % vy-

Setrenych vzoriek. V porovnani snasim vyskumom, kde bolo na vySetrenie A.
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phagocytophilum pozitivnych az 10 z 51 testovanych vzoriek, ¢o predstavuje prevalenciu
19,6 % mozno povedat’, ze v cirkulécii A. phagocytophilum v prirodnych ohniskach ma na
Slovensku diviak pravdepodobne vacsiu tlohu, ako diviaky v Taliansku, kde nie je vyznam-
nym rezervoarom, ¢o demonstruje spominana stadia.

Vysoké prevalencie infekcie uvedenymi patogénmi v parnokopytnikoch mézeme sle-
dovat’ v niektorych inych krajinach Eurdpy. Napriklad vo Svédsku boli v roku 2013 ziskané
a testované na pritomnost’ Babesia spp. vzorky krvi zo 77 srncov z celkového poctu 89 vzo-
riek krvi. Vysledky ukézali, Ze pozitivnych bolo 40 jedincov zo 77, ¢o predstavuje prevalen-
ciu az 52%. Potvrdila sa pritomnost’ B. capreoli, ktora je dominantnym druhom Babesia spp.
vo Svédsku s prevalenciou 44 % (34/77) a B. venatorum s prevalenciou 7,8 % (6/77) (An-
dersson et al. 2016). Kaufmann et al. (2016) vo svojom vyskume, ktory prebehol v Nemecku
uvadzaju prevalenciu Babesia spp. 31 %., priCom najvysSia bola zaznamenana u Srncov
(62,7%). Prevalencia infekcie A. phagocytophilum bola 83,2 % (Kaufmann et al. 2016). Iny
vyskum v Nemecku (Wiegman et al 2015) sa zaoberal testovanim krvnych vzoriek sobov
(Rangifer tarandus) na pritomnost’ Babesia spp., pricom bola zistena prevalencia patogénov
na urovni 23,6 %.

Vysledky vyskumu v Slovinsku (Zele et al. 2012) zistili v divoZijucich zvieratach pri-
tomnost’ A. phagocytophilum s prevalenciou 72,3 %, pricom medzi 376 Studovanymi vzor-
kami boli vzorky zo srncov, jelenov, kamzikov a diviakov.

Pocas vyskumu ktory prebiehal v Tirolsku (Silaghi et al 2011b) bolo otestovanych 78
vzoriek volne zijucich parnokopytnikov, pricom pozitivnych na pritomnost’ Babesia spp.
bolo 14 vzoriek, ¢o predstavuje prevalenciu 17,9 %. Testovanych bolo 19 vzoriek srncov,
Z ktorych bolo pozitivnych 6, ¢o predstavuje prevalenciu ndkazy u tohto druhu hostitel’'a 31,6
%. V8etkych 6 pozitivnych vzoriek bolo identifikovanych ako B. capreoli. Jeleniov bolo tes-
tovanych 12, pri€om pozitivne boli 3 vzorky, €o predstavuje 25 % prevalenciu, pricom sa
jednalo o druh B. odocoilei-like. Medzi ostatné testované druhy zvierat patrili kamziky s pre-
valenciou 17,4 % (4/23), pricom okrem B. capreoli bol u jedného jedinca identifikovany
druh B. venatorum a kozorozce Capra ibex, z ktorych bol pozitivny jeden jedinec z testova-
nych 18 (5,6 %) na druh B. divergens. Na testovanie pritomnosti A. phagocytophilum bolo
pozitivnych 7 vzoriek z 25 testovanych, ¢o predstavuje 28 % prevalenciu, pricom miera ko-
infekcie s Babesia spp. bola 85,7 %. V predchadzajtcej stadii Silaghi et al. (2011a) uvadzaju
mieru prevalencie A. phagocytophilum 38,5 %. Co je ale zaujimavé, obe tieto §tidie nazna-

¢uju, ze nachylnejSie na nakazu a koinfekcie st zvierata starSie ako 3 roky (Silaghi et al.
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2011a, Silaghi et al. 2011b). Novsie vyskumy z tejto oblasti (Messner et al. 2019) ale uka-
zuju ovel’a nizsie prevalencie tychto patogénov u vol'ne Zijicich parnokopytnikov.

V Pol'sku bolo v priebehu rokov 2010 a 2011 (Welc-Faleciak et al. 2013) ziskanych a
testovanych na pritomnost’ réznych patogénov 67 tkanivovych vzoriek srncov. Pri detekcii
Babesia spp. sa zistila prevalencia 26,9 % a odhalila pritomnost’ B. capreoli, B. venatorum
a B. divergens. Pritomnost’ patogénu A. phagocytophilum bola zaznamenana s prevalenciou
37,3 % u 25 jedincov. V starSom vyskume zaznamenali Skotarczak et al. (2008) vo vzorkach
slezin divozijacich parnokopytnikov pritomnost’ Theileria spp. s prevalenciou 24,6 % u srn-
cov a s prevalenciou 84% u jelenov. Pritomnost’ Babesia spp. bola zaznamenana u srncov
s prevaleciou 30,4 % a u jelenov s prevalenciou 2 %. Pritomnost’ A. phagocytophilum bola
detegovana u srncov s prevalenciou 53,6 %, u jeleniov s prevalenciou 68 % a u diviakov
s prevalenciou 6 %. Koinfekcie A. phagocytophilum boli zaznamenané s Babesia spp. len
u srncov s prevalenciou 16,6 %. Koinfekcie A. phagocytophilum a Theileria spp. boli zazna-
menané u srncov (12,3 %) a u jelenov (28 %). Porovnanie tychto dvoch $tadii naznaduje
rozliény vyskyt patogénov v zavislosti od rokov a klimatickych podmienok.

V Mad’arsku Hornok et al. (2017) testovali na pritomnost’ Piroplasmida krvné vzorky
a vzorky slezin z jeleniov, srncov, danielov, muflonov, diviakov, ale aj byvolov Bubalus bu-
balis (Linnaeus, 1758) pochadzajtcich z Prirodnej rezervacie Morahalom. Vsetky zo 60 zis-
kanych krvnych vzoriek byvolov boli negativne. NajvysSia prevalencia 43,1 % bola zazna-
menana v krvnych vzorkach srncov. U jelenov bola zaznamenana prevalencia 41,7 % v sle-
zinach aj v krvnych vzorkach. Autori $tudie potvrdili pritomnost” dvoch genotypov T. cap-
reoli, genotyp “capreoli-CE1” v srncoch a genotyp “elaphi-CE1” v jeletioch a danieloch.
Odlisné genotypy parazita v srncoch na jednej strane a v jeleiioch a danieloch na druhej
strane boli identifikované v novsej $tadii u zvierat z Malych Karpatoch (Kazimirova et al.
2018), ako aj v nasej praci.

Vzorky slezin zo 109 vol'ne Zijiicich zvierat z izemia Banskej Stiavnice, Zarnovice
a Ziari nad Hronom na Slovensku testovali na pritomnost’ A. phagocytophilum Stefanide-
sova et al. (2007). Vzorky pochadzali z 30 srncov, 49 jeleniov, 28 diviakov a dvoch muflo-
nov. U ziadnej vzorky sleziny diviaka sa pozitivita nepotvrdila. Prevalencia u srncov bola
zaznamenana 50 % a U jeleniov 53,1 %. Infekcia A. phagocytophilum bola zaznamenana
U jedného muflona.

Na tuzemi zapadného Slovenska Stefanidesova et al. (2011) vySetrili na pritomnost’ A.

phagocytophilum vzorky slezin 42 divozijicich zvierat, 35 srncov, 4 jeletiov a 3 diviakov.
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Pozitivita sa potvrdila u 22 srncov s prevalenciou 62,86 % a u dvoch jelenov a dvoch divia-
kov.

Na pritomnost’ A. phagocytophilum testovali Vichova et al. (2013) okrem iného aj
volne zijice misozravce a parnokopytniky ztzemia vychodného Slovenska. U ziadnej
z 248 testovanych vzoriek slezin liSok nebola potvrdena pozitivita na A. phagocytophilum.
Prevalencia infekcie A. phagocytophilum u diviakov bola 16,7 % a u jelenov 17,5 %. Dve
vzorky slezin danielov z troch testovanych boli pozitivne. Osem vzoriek slezin srncov a dve
vzorky kamzikov boli pozitivne, ¢o predstavuje prevalenciu 61, 5% u srncov a 3,5 % u kam-
zikov.

Nedéavno publikované boli vysledky vyskumu zameraného na vyskyt klieStami prena-
Sanych patogénov v lovnej zveri a kliest'och, ktory prebichal v rokoch 2011-2014 v Malych
Karpatoch (Kazimirova et al. 2018). Pocas tejto doby bolo vySetrenych 92 tkanivovych vzo-
rick vol'ne zijucich parnokopytnikov: srnec C. capreolus (n = 14), jelen C. elaphus (n = 8),
daniel D. dama (n = 22), muflon O. musimon (n = 9) a diviak S. scrofa (n = 39). Druh The-
ileria sp. bol zisteny v tkanivovych vzorkach jeleniov s prevalenciou 100 % (8/8), srncov
s prevalenciou 92,9 % (13/14) a vo vzorkach z danielov s prevalenciou 90,9 % (20/22). In-
fekcia A. phagocytophilum bola zistena u jeleiiov zo 100 % prevalenciou, u srncov s 92,9 %
prevalenciou (13/14), u danielov s 95,4 % prevalenciou (21/22), u muflénov s prevalenciou
88,9 % (8/9) a u diviakov s prevalenciou 28,2 % (11/39). Tieto vysledky st do zna¢nej miery
dobre porovnatelné s tymi nami ziskanymi. M6Zeme konstatovat’ vysoku prevalenciu nami
Studovanych patogénov u lovnej zveri na juhozapadnom Slovensku. Podla Alberdi et al
(2000) patria srnce medzi vyznamnych hostitelov anaplaziem, ¢o mézeme demonstrovat’ aj
pri srncoch a d’alsich druhov jelenovitych na juhozapadnom Slovensku.

Vzorky slezin a krvi z celkovo 300 liSok testovali na izemi severného a vychodného
Slovenska Koneval et al. (2017), pricom na Babesia spp. bolo pozitivnych 29 vzoriek (9,7
%). Z 29 pozitivnych vzoriek bola detegovana B. vulpes v 12 vzorkach, ¢o predstavuje pre-
valenciu B. vulpes 41.4 % (12/29).

Patogén A. phagocytophilum je Siroko rozsireny aj u inych druhov divozijucich zvierat
ako su parnokopytniky. Szerekes et al. (2008) vo svojej stadii uvadzaja napriklad az 74 %
prevaleciu nakazy A. phagocytophilum v tkanivovych vzorkach z jezov Erinaceus concolor
Martin, 1838.
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6.2 KlieSte

Na pritomnost’ Babesia spp./ Theileria spp. sme v nasej $tadii otestovali celkovo 221
kliestov, pricom 58 bolo pozitivnych, ¢o predstavuje prevalenciu pritomnosti tychto pato-
génov 26,2 %. U druhu I. ricinus bolo pozitivnych 37 (28,2 %), pricom sme detegovali v pre-
vaznej miere T. capreoli. Z vySetrenych kliestov druhu H. concinna boli 2 pozitivne z 32,
¢o predstavuje 6,25 %. Pri testovani kliestov druhu D. reticulatus bolo 19 z 58 testovanych
kliestov pozitivnych, ¢o predstavuje mieru premorenia piroplazmami az 32,75 %. Len u jed-
ného jedinca . ricinus sa nam podarilo odhalit’ pritomnost’ druhu B. venatorum, ktory pred-
stavuje potencialne riziko pre l'udi.

Na pritomnost’ A. phagocytophilum sme otestovali 180 kliestov I. ricinus, z ktorych
131 bolo pozitivnych, ¢o predstavuje prevalenciu 72,77 %, pricom koinfekcia s Theileria
spp. sa vyskytovala vo vSetkych kliestoch pozitivne testovanych na A. phagocytophilum.
Moézeme teda usudit, Ze pri druhu . ricinus je prevalencia koinfekcie az 100 %.

V Taliansku bol patogén A. phagocytophilum zisteny v kliestoch z lovnej zveri preva-
lenciou 29,87 %, pri¢om vysetrené boli klieste I. ricinus, H. punctata a D. marginatus (Ebani
et al. 2015).

Ben & Lozynskyi (2019) sledovali v rokoch 2009-2014 prevalenciu A. phagocy-
tophilum v kliestoch I. ricinus a D. reticulatus z vegetacie na r6znych lokalitach v Ukrajine.
Celkovo 5130 kliestov v 366 pooloch bolo vysetrenych na pritomnost’ A. phagocytophilum,
pricom prevalencia patogénu bola 21,9 %. Bolo pozorované, Ze vyskyt patogénu bol zazna-
menavany castejsie pri klieStoch druhu 1. ricinus ako u druhu D. reticulatus. Taktiez bol
pozorovany rozdiel v prevalencii infekcie medzi r6znymi habitatmi, priCom najviac boli in-
fikované klieSte v lesnych zonach, Co predstavuje aj prirodzeny habitat pre rezervoarové
divozijuce parnokopytniky. Taktiez bola zaznamenana bimodalna krivka vyskytu A. phago-
cytophilum v kliestoch s dvomi vrcholmi: jarnym a jesennym, pricom jesenny dosahoval
vyssie hodnoty (Ben & Lozynskyi 2019).

V Pol’sku prebehol vyskum, ktory bol zamerany na sledovanie diverzity Babesia spp.
v kliestoch druhu I. ricinus (Welc- Faleciak et al. 2012), pricom vzorky pochadzali z vege-
tacie z troch obdobi a to 2005-2006, 2007 a 2010-2011 a z dvoch Studovanych Uzemi
Urwitatt a Bielanski Forest. Prevalencie Babesia spp. sa medzi dvomi tzemiami lisili, na
uzemi Urwitalt sa zaznamenala prevalencia 2 %, na uzemi Bielanski Forest len 0,8 %. Boli

identifikované B. microti a B. venatorum.
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Prvy vyskyt B. venatorum a B. capreoli v druhu I. ricinus na tizemi Ceskej republiky
dokumentovali Venclikova et al. (2015). Klieste, v ktorych boli tieto patogény identifiko-
vané boli zozbierané v roku 2010.

Celkovo 1075 kliestov druhu I. ricinus zozbieranych z vegetacie z tizemia vychod-
ného Slovenska testovali na pritomnost’ A. phagocytophilum Vichova et al. (2013), pricom
prevalencie v jednotlivych lokalitach varirovali od 1,4 % do 5,5 %.

Vyskyt Babesia spp. v kliestoch druhu I. ricinus a H. concinna z vegetacie Studovali
na juhozapadnom Slovensku Hamsikova et al. (2016). Vysetrili celkovo 5057 kliestov I.
ricinus, pricom prevalencia Babesia spp. bola 1,5 % a 91 kliestov druhu H. concinna s pre-
valenciou Babesia spp. 6,6 %. Boli identifikované druhy B. microti, B. venatorum, B.
odocoilei, B. canis, B. capreoli. Koinfekcie s A. phagocytophilum boli zistené u kliestov I.
ricinus len v dvoch pripadoch, a to u jedného samceka pozitivneho na B. venatorum a u jed-
nej nymfy pozitivnej na B. canis z Bratislavy.

V ramci vyskumu diverzity mikroorganizmov prenasanych klieStami vo vol'ne ziju-
cich parnokopytnikoch (Kazimirova et al. 2018) a v kliestoch ktoré ich parazituja, bolo zis-
kanych 2660 kliestov druhu I. ricinus, 284 jedincov H. concinna a 2 jedince patriace D.
reticulatus. Vyber kliestov bol analyzovany na pritomnost mikroorganizmov. Celkovo
82,8% testovanych klieStov bolo infikovanych asponi jednym mikroorganizmom. V klies-
toch druhu . ricinus boli identifikované okrem A. phagocytophilum, Theileria spp., B. ve-
natorum aj Ricketsia spp., C. burnetii , B. burgdorferi. Zaznamenali sa aj klieste druhu H.
concinna, ktoré boli infikované A. phagocytophilum, Theileria spp., Babesia spp.. Koinfek-
cie boli zaznamenané v 38,4 % kliestov druhu I. ricinus, pricom sa jednalo o koinfekcie
dvoch az 4 mikroorganizmov. NajcastejSia koinfekcia bola s A. phagocytophilum, pricom
koinfekcia A. phagocytophilum a Theileria spp. bola zaznamenana u lariev v pooloch s pre-
valenciou 16,2 %, u nymf's prevalenciou 15,2 % a u dospelych jedincov s prevalenciou 38,7
%. Na zéklade vysledkov tohto vyskumu moézeme predpokladat’ vysoké prevalencie koin-
fekcii s viac nez 2 patogénmi. Je zaujimavé, Ze napriek tomu Ze sa v klieStoch z vegetacie
a parazitujucich lovnl zver na izemi juhozdpadného Slovenska potvrdila pritomnost’ viace-
rych druhov piroplaziem ktoré st viazané na jeletiovité (B. venatorum, B. capreoli, B.
odocoilei), v samotnych zvieratach sa infekcia danymi druhmi babézii nepotvrdila. Predpo-
kladame, Ze prevalencia infekcie jelefiovitych babéziami v skimanej oblasti je bud’ velmi
nizka, alebo infikované klieste sa do tejto oblasti dostali prostrednictvom vtakov ¢i inych
zvierat s vel'kym aredlom pohybu. Naopak, napriek velmi vysokému zamoreniu jelenovi-

tych a kliestov cicajticich na infikovanych zvieratach parazitom T. capreoli (Kazimirova et
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al. 2018, nasa praca), v kliestoch z vegetacie sa infekcia tymto parazitom potvrdila iba v H.
concinna, nie v I. ricinus (Hamsikova et al. 2016). Z uvedeného vyplyva, Ze I. ricinus prav-
depodobne nie je vektorom T. capreoli a parazitom sa infikuje len prostrednictvom krvi in-
fikovanych zvierat. V kliestoch I. ricinus z vegetacie a V jelenovitych bola v predchadzaju-
cich vyskumoch potvrdena pritomnost’ viacerych kmenov A. phagocytophilum, z ktorych
v srncoch a v kliestoch z lokalit s vyskytom srncov prevazoval kmen ktory nie je patogény
ani pre ¢loveka, ani pre domace zvierata, kym na lokalitach s absenciou srncov, a v inych
druhoch jelenovitych, mufléonoch a v diviakoch sa potvrdila pritomnost” kmenov baktérie
potencialne patogénnych pre domace zvierata aj ¢loveka (Kazimirova et al. 2018, Hamsi-
kova et al. 2019). V buducnosti bude potrebné podrobnejsie analyzovat’ kmene A. phagocy-
tophilum v divozijtcich zvieratach a objasnit’ ulohu tychto zvierat v cirkulacii réznych kme-
nov baktérie na Slovensku. Takisto bude potrebné zistit’ pri¢inu vysokej prevalencie T. cap-
reoli u jelenovitych v sledovanej oblasti a jej vplyv na zdravotny stav populacii tychto zvie-
rat. A v neposlednom rade bude potrebné sledovat’ infekcie vol'ne Zijicich zvierat aj d’alSimi

druhmi mikroorganizmov ktoré klieSte prenasa;ju.
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ZAVER

Na zéklade molekuldrno biologickych metdd sa nam podarilo ziskat’ nové poznatky
druhovom spektre klieStov parazitujicich lovni zver ako aj vyskyte mikroorganizmov
Vv kliest'och a u lovnej zveri na juhozapadnom Slovensku. Vyskumu lovnej zveri sa na izemi
Slovenska venovala doteraz len mala pozornost’, preto je dana téma v tejto dobe, kedy sa
vplyvom klimatickych zmien klieSte rozsiruju do novych oblasti, vysoko aktualna.

V casovom rozmedzi od oktobra 2018 do decembra 2019 sa nam podarilo ziskat
v spolupraci s pol'ovnikmi z juhozapadného Slovenska tkanivové vzorky (sleziny) z celkovo
127 jedincov volne zijucich zvierat, ktoré sme testovali na pritomnost’ piroplaziem a A.
phagocytophilum, pricom sa nam podarilo detegovat’ vysoké prevalencie Theileria capreoli
u jelenovitych a Babesia vulpes u jednej lisky. Pri detekcii A. phagocytophilum boli zistené
vysoké prevalencie u jeleniovitych. Zistili sme, ze lovna zver je vyznamnym rezervoarom
kliestami prenaSanych mikroorganizmov, pri¢om najvacsiu ulohu zohravaju prave jeleio-
vité. Diviaky zohravaju v tomto pripade mensiu ulohu ako rezervodr, no treba pripomenut’,
ze vyskyt A. phagocytophilum bol u nich tiez zaznamenany, i ked” v nizsej miere ako u jele-
novitych. Koinfekcie boli celkovo zaznamenané v miere 23,4 % v slezinach u vol'ne Zijacich
zvierat.

Z ulovenych zvierat sa nam podarilo zozbierat’ celkovo 1424 kliest'ov, ktoré patrili do
troch druhov, a to Ixodes ricinus, Haemaphysalis concinna a Dermacentor reticulatus. Naj-
pocetnejsi bol druh H. concinna, ¢o ale bolo ovplyvnené vysokou mierou parazitovania
tymto druhom kliesta na jednom zvierati, preto mozeme konstatovat’, ze najrozsirenejSim
druhom bol 1. ricinus, ktory patri k epidemiologicky najdélezitejSiemu druhu v Eurdpe a na
Slovensku. Celkovo u kliestov cicajucich na lovnej zveri zaznamenali 26,2 % mieru premo-
renia piroplazmami, pricom sme identifikovali v prevaznej miere T. capreoli a u jednej
vzorky nymfy kliest’a I. ricinus z daniela pochadzajuceho z Malych Karpat bola pozitivita
na druh Babesia venatorum, ktory predstavuje potencialne nebezpecenstvo pre 'udi. Miera
premorenia A. phagocytophilum bola 72,77 %. Koinfekcie boli zaznamenané vo vsetkych
vzorkach pozitivnych na A. phagocytophilum, ¢o predstavuje az 100 % prevaleciu.

Na zaver moZeme konStatovat’, Ze ciele diplomovej prace boli naplnené. PredloZzena
diplomova praca poskytuje prehl'ad vyskytu Babesia spp. / Theileria spp. a A. phagocy-
tophilum u lovnej zveri a v kliestoch na juhozapadnom Slovensku. V jednom pripade bol
u kliesta I. ricinus zaznamenany aj v nedavnej minulosti popisany druh B. venatorum, ktory

predstavuje velké riziko pre imunosuprimovanych l'udi, pripadne l'udi po splenektoémii.
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Neda sa teda spochybnit’ medicinska a veterinarna vyznamnost’ kliestov. Lovna zver pred-
stavuje vyznamny rezervoar pre klieStami prenaSané mikroorganizmy, preto by sa mala tato
téma stat’ predmetom d’al§ich vyskumov a zadujmov vedeckej komunity na Slovensku. V ne-
poslednom rade je potrebné Sirit’ osvetu ohl'adom ochrany proti kliestom aj medzi Sirokou

laickou verejnostou.
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