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Anotace

Cilem diplomové prace bylo prostudovat vliv infekce klistat virem klistové
encefalitidy na jejich chovani a vyvoj. Analyzovali jsme vliv infekce na sani krve,
metamorfézu, lokomoci a fototaxi. PfestoZze se nepodafilo prokazat vyznamny efekt
infekce na chovani klistat, ziskané vysledky pfispivaji k poznani dynamiky pfenosu
viru b&hem vyvojového cyklu klistat v€etné sousani a transovarialniho pfenosu.

KliCova slova: Ixodes ricinus, virus klistové encefalitidy, chovani kliStat,
pfenos viru

Annotation

The aim of this study was to examine the effect of tick infection with tick-borne
encephalitis virus on its behaviour and development. The effect of infection on feeding
performance, metamorphosis, locomotion or phototaxis was analysed. Despite the
fact that we were not able to demonstrate any significant effect of infection on tick
behaviour, the obtained results contribute to understanding transmission dynamics of
the virus during tick life cycle including co-feeding and transovarial transmission.

Key words: Ixodes ricinus, tick-borne encephalitis virus, tick behaviour, virus
transmission
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1. Uvod

KliStata a choroby pfenasené klistaty ovliviuji zdravi zvifat a lidi na celém
svété a jsou takeé pficinou vyznamnych ekonomickych ztrat. Pfiblizné 10 % z 867 nam
znamych druh( klistat plsobi jako vektory Siroké Skaly patogenu zvifat a lidi. U nas
jsou nejvyznamngéjsimi patogeny prenasenymi klistaty spirochety Lymeské boreliozy
a virus klistové encefalitidy (VKE; virus KE). Mezi dalsi kliStaty pfenasené choroby
fadime napfiklad tularémii, ehrlichiézu a babeziézu (Jongejan a Uilenberg, 2004).
Neni tedy prekvapivé, Ze se klistatim a klistaty pfenasenym patogenim vénuje velka
pozornost.

Pro mou diplomovou praci jsem si vybrala studium vlivu infekce virem klistové
encefalitidy na klisté Ixodes ricinus. K vybéru tohoto tématu mé inspirovala prace
studentky Prirodovédecké fakulty JihoCeské univerzity Heleny Huspekove, ktera se
v roce 2014 zabyvala ve své diplomové praci vlivem infekce Borrelia burgdorferi na
chovani klistéte Ixodes ricinus.

Klisté byva verejnosti vétSinou vnimano jako obtizny parazit. Samo ovSem je
také prostfedim pro zZivot dalSich organizml, se kterymi vstupuje do rlznych
ekologickych vztahu. Mikroorganizmy patogenni pro ¢lovéka nebo jiné obratlovce
nemusi byt pro klisté nutné patogenni. Nicméné interakce klistat s mikroorganizmy,
které je osidluji, mohou vyvolavat vyznamné zmény jejich biologie. V pfipadé
patogent Clovéka nebo zvifat maji tyto zmény i zdravotnicky &i veterinarni dopad.

Z tohoto pohledu jsou nejprozkoumanéjsi interakce parazitdl s hostiteli ve
formé& manipulace. Parazité mohou u svého hostitele napfiklad ovlivnit reprodukéni
schopnosti nebo ménit jeho fenotyp s cilem zvysit svij fitness. Mezi tyto strategie
ovlivnéni hostitele parazity patfi zvySeni pravdépodobnosti predace svého hostitele
nebo vyuziti hostitele k efektivnimu rozsSifeni, popfipadé obrané svého potomstva.
Strategie manipulace jsou extrémné rozmanité a Uzce souvisi s zivotnim cyklem
parazita (Gopko a Mikheev, 2017). Obdobné ovlivnéni hostitele I1ze nalézt i u infekce
viry. Napfiklad virus vztekliny (Celed” Rhabdoviridae, rod Lyssavirus) napada CNS
teplokrevnych zZivocichll a mezi nimi se prenasi predevsim slinami. Zpuisobuje zmény
chovani napadenych zvifat, mize zvysit jejich agresivitu a tim je nutit ke svému Sifeni
prostfednictvim kousani a Skrabani (Jackson, 2007). V pfipadé vektory pfenasenych
nakaz pfichazi v uvahu i ovlivnéni chovani €i Zivotaschopnosti ¢lenovce, ktery se na
pFenosu nakazy podili.

Jak jiz bylo uvedeno, tato prace se vénuje studiu vlivu infekce klistat Ixodes
ricinus virem KE na jejich aktivitu. Konkrétné byl zkouman mozny vliv infekce viru KE
na lokomoc¢ni aktivitu a sani kliStat, dale na jejich fototaktickou aktivitu a pribéh
vyvojového cyklu. Provedené experimenty pfinesly i dalSi zajimavé vysledky tykajici
se prevalence viru KE v rdznych stadiich klitat po experimentalni infekci.

Cile prace:

e za definovanych podminek infikovat klistata virem KE (imerzni metoda)

e stanovit prevalenci a mnozstvi viru v klitatech plakovou metodou nebo RT-
gPCR

e zjistit, zda infekce klidtat virem KE ovliviiuje chovani klistat: napf ovlivnéni
lokomocni aktivity, sani krve, vyvoje a pfipadné produkce vajicek

e vysledky porovnat s neinfikovanymi klistaty a statisticky vyhodnotit



2. Literarni prehled

2.1.1. Klistata ¢eledi Ixodidae

Celed Ixodidae (klistatoviti) Fadime do kmene Arthropoda (&lenovci), tFidy
Chelicerata (klepitkatci), fadu Acarina (roztoCi) a podifadu Metastigmata (Ixodida).
Mezi vyznamné rody této Celedi z hlediska humanni i veterinarni mediciny patfi
Amblyomma, Boophilus, Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma, Ixodes
a Rhipicephalus (Jongejan a Uilenberg, 2004).

Typickym znakem Celedi Ixodidae je tvrdy Stitek (scutum) na hrbetni strané
dospélcu. U samcu kryje témér celé télo, u samic vSak pouze jednu tfetinu, coz jim
pfi sani hostitelské krve umoznuje nékolikanasobné zvétsit svlj objem. U roztocl
obecné rozliSujeme predni - Ustni Cast (gnathosoma) a zadni &ast (idiosoma).
Gnathosoma klistat je vybaveno ustnim ustrojim s chelicerami, palpami a napadnym
hypostomem, pomoci néhoz se kli§té udrzuje béhem sani v k(zi hostitele. Elastické
idiosoma nese nohy a u nékterych druh i ogi. Za poslednim parem nohou se nachazi
vyusténi vzdusnic (stigmata). Larvy klistat maji tfi pary koncetin, zatimco nymfy
a dospélci ¢tyfi (Volf a Horak, 2007).

Travici soustava vakovitého typu ma mnoho postrannich vybézk(. Traveni
probiha prevazné intracelularné, coz je vyhodné pro fadu mikroorganismu, véetné
prenasenych patogend. Vnitfni prostfedi stfeva roztoc€u je pfi tomto zplsobu traveni
pomérné chudé na proteazy a dalSi travici enzymy, které by mohly mikroorganismy
poskodit. Analni otvor usti v zadni ¢asti idiosomatu, pohlavni otvor se naopak nachazi
v jeho predni ¢asti (na bfisni strané) (Volf a Horak, 2007).

Hladova (exofilni) klistata vétSinou €ihaji na svého hostitele na vegetaci. Ke
Zjisténi pritomnosti hostitele jim slouzi Halleriv organ umistény na prvnim paru
koncetin. Tento organ je citlivy na teplo, CO2, NHs, H.S a dalSi chemické slou¢eniny
(Suss, 2003; Sonenshine, 2006; Volf a Horak, 2007; Simo et al., 2014). Pfi kontaktu
s hostitelem se kliStata nepfisaji ihned, ale pomoci senzorickych organ umisténych
zejména na palpach si vyhledaji nejvhodnéjSi misto. Sani trva obvykle 4-8 dni.
Nékteré druhy klistat vylu€uji zvlastni bilkovinnou hmotu zvanou ,cement”, ¢imz
posiluji ukotveni hypostomu v tkani hostitele (Volf a Horak, 2007).

VySe zminény Hallerdv organ je kliCovym nastrojem regulace zakladnich
behavioralnich adaptaci klistat, které jsou nezbytné pro nalezeni jejich potravy — krve.
Kromé tohoto organu disponuiji klitata dalSimi smyslovymi receptory, které reaguji
na chemické, mechanické a teplotni podnéty. Dale u nich také najdeme receptory
osmo-, foto- a hygro-senzorické (Mulenga, 2014).

Klistata Celedi Ixodidae mohou byt jedno, dvou nebo tfihostitelské druhy
v zavislosti na poctu hostitelskych zvifat na kterych saji jednotliva vyvojova stadia.
Larvy a nymfy se po plném nasati previékaji. Jednohostitelské druhy saji a previékaji
se dvakrat na tomtéz hostiteli, z larvy na nymfu a z nymfy na dospélce.
Dvouhostitelska kliStata se nasaji a pfeméni z larvy na nymfu na jednom hostiteli.
Nasata nymfa odpadne a previéka se mimo hostitele. Dospélec musi najit druhého
hostitele, ktery muze, ale nemusi byt stejného druhu jako prvni. TFihostitelska kliStata
se prevlékaji mimo hostitele, volné v prostiedi. Nasata larva odpadne, pfeméni se na
nymfu, ktera musi najit druhého hostitele. Po nasati na druhém hostiteli se pfeméni
na dospélce, ktery saje na tretim hostiteli (Jongejan a Uilenberg, 2004). Dospélci se
mohou péfit na hostiteli i mimo né&j (volné v prostfedi) (Kiszewski a Spielman, 2002;
Slipkova, 2014). Samice po nasati opousti hostitele a naklade velkou snusku vaji¢ek
(Jongejan a Uilenberg, 2004).

Kromé celedi Ixodidae zahrnujeme do podfadu Metastigmata jesté Celedi
Argasidae (klistakoviti) a Nuttalliellidae. Celed Argasidae se od Ixodidae odliSuje



predevsim absenci tvrdého hibetniho Stitku, Eetnosti a délkou sani na hostiteli nebo
poctem nymfalnich stadii (Volf a Horak, 2007). Druhy této Celedi saji kratSi dobu, ale
opakované, a proto Ziji v blizkosti svych hostitell — jsou tzv. nidikolni (endofilni)
(Tyson a Piesman, 2009). Celed Nuttalliellidae je reprezentovana jedinym druhem

Argasidae a Ixodidae a je pokladano za Zivouci fosilii (Mans et al., 2011).

2.1.2. Klistata rodu Ixodes

Rod Ixodes je, s 241 druhy, nejpocetnéjSim rodem ¢&eledi. Typickym znakem
klistat tohoto rodu je zakfiveni analni drazky smérem k analnimu otvoru, Stitek bez
vyzdoby a absence ocCi. Maji tfihostitelsky zivotni cyklus. Medicinsky
nejvyznamnéjSimi druhy klistat v Evropé& a Asii jsou I. ricinus a |. persulcatus,
v Severni Americe |. scapularis. Sirok& $kala rGznych hostiteld I. ricinus
a |. persulcatus z nich ¢ini vyznamné vektory velkého poétu patogent (Jongejan
a Uilenberg, 2004).

Napriklad o I. ricinus je znamo, Ze pro nasati krve vyuzivaji vice nez 300 druhd
obratlovcli, zahrnujicich savce, ptaky a plazy (Anderson, 1991), pfiemz kazdé
vyvojové stadium preferuje jiné druhy hostitel(. Drobni obratlovci, jako jsou hlodavci
(Apodemus spp., Myodes glareous, Microtus spp., Sciurus spp.), hmyzoZravci (Sorex
spp., Talpa europaea, Erinaceus spp.), ptaci (Turdus spp., Erithacus rubecula, Parus
spp., Sylvia spp., Sitta europaea, Emberiza citrinella, Fringilla coelebs, Passer
montanus, Garrulus grandarius) a plazi byvaji napadani hlavné larvami a pfilezitostné
nymfami. Na vétSich savcich, jako jsou zajicovci (Lepus europaeus), Selmy (Mustella
spp., Meles, Vulpes vulpes) a sudokopytnici (Sus scrofa, Cervus spp., Capreolus
capreolus), parazituji i dospélci (Estrada-Pena et al., 2005; Matuschka et al., 1991;
Moran Cadenas et al., 2007; Wodecka a Skotarczak, 2016).

VétSina druhl rodu Ixodes jsou klistata endofilni, travici svuj zivot v ukrytech
svych hostiteld. Nékolik malo druhd tohoto rodu jsou klistata exofilni, tedy klistata
vyskytujici se ve fazi hledani hostitele volné na vegetaci (Gray et al., 2016), Mezi
exofilni klistata patfi i kli5t& obecné - Ixodes ricinus (Obr. 1), se kterym se setkavame
na naSem uzemi nejCastéji (Volf a Horak, 2007).

Primérna doba trvani vyvojového cyklu I. ricinus ve stfedni Evropé je dva
roky, avSak pfi nepfiznivych podminkach kterékoli faze vyvoje muze trvat az Sest let
(Gray, 1998). Dospéla nenasatda samicka dosahuje velikosti 3-4 mm, zatimco
samecek jen pfiblizné 2,5 mm (Heinz, 2007).

Obr. 1: Acarina, Ixodida, Ixodidae, Ixodes ricinus (klisté obecné) (pfevzato z Volf a
Horak, 2007)

A — dospély samec, B — dospéla samice (nenasata), C — dospéla samice (nasata), GN — gnathosoma,
SC - scutum (Stitek), ID — idiosoma.



Optimalni podminky pro aktivitu klistat I. ricinus jsou v teplotnim rozmezi 18-
25 °C a relativni vzdudné vihkosti mezi 86 a 96 %. Tomu odpovida sezénni aktivita
klistat pfiblizZné od kvétna do €ervna a od srpna do zafi (Daniel, 2007).

Ekologie kliStéte I. ricinus

Zivotni cyklus klistat zahrnuje dva kliové procesy: pfeménu do daliho stadia
nebo kladeni vajiCek a obdobi hledani hostitele (Estrada-Pefa de la Fuente, 2014).

Pfeména klistéte z jednoho stadia do dalSiho zahrnuje vyznamnou pfestavbu
téla klistéte spojenou s histolytickymi procesy, které mohou mit vyznamné negativni
ucinky na mikroorganizmy osidlujici klistata. Tyto zmény nepostihuji vSechny organy
kliStéte do stejné miry a nékteré organy tedy mohou slouzit jako utocisté
mikroorganizmd klistéte, véetné patogent (Rehadek, 1965). Po nasati a odpadnuti
ze svého hostitele larvy a nymfy . ricinus hledaji vhodné prostfedi (napf. pidu, pisek,
lesni hrabanku) k pfeméné do dalSiho stadia. Klicovymi faktory pocatku a pribéhu
pfemény jsou teplota a dostateény objem nasaté krve. Samice klistat po plném nasati
a pareni kladou vajicka v podobném prostfedi, které vyuzivaji larvy a nymfy pfi
preméné. Celed Ixodidae je znama svou vyjimeénou plodnosti, ktera je patrné
nejvyssi ze vSech hematofagnich ¢lenovcl. Sniska klistat této celedi ¢ita az 5000
vajiCek. Velikost snUsky je zavisla na mnoha faktorech, napfiklad na mnozstvi nasaté
krve, velikosti vajicek a druhu klidtéte (Sonenshine, 1991; Korenberg a Kovalevskii,
1994; Jongejan a Uilenberg, 2004).

Pro kazdé stadium I. ricinus je v ramci vyhledani hostitele zasadni ,patraci”
chovani (z angl. questing behaviour) (Gilbert et al., 2014), které spociva v aktivnim
vyhledavani mist na vegetaci, kde muize klisté pfijit do kontaktu s hostitelem
(Sonenshine, 1993). Po zimni diapauze klistata zahajuji svou patraci aktivitu pfi
tydenni primérné maximalni teploté pfiblizné 7-8 °C (Perret et al., 2000; Randolph,
2004). Béhem patrani klistata ztraceji vodu, kterou obvykle ziskavaji tim, ze
v intervalech sestupuji do vlhkych zén, kde mohou reabsorbovat vodni paru
z atmosféry. Kdyz jsou klistata hydratovana, stoupaji opét do vegetace, kde &ekaji na
hostitele. Obdobi vyhledavani hostitele je tedy u klistat charakterizovano cykly
vzestupnych a klesajicich pohybUl ve vegetaci, regulovanych teplotou a ztratami vody.
Cykly probihaji v cirkadiannim rytmu, pfi¢emz nejvice téchto cyklt probiha ve tmé
(Rudolph a Knulle, 1974; Lees a Milne, 1951; Kahl a Alidousti, 1997). Podle
Svycarskych autoru (Perret et al., 2003) vSechna vyvojova stadia klistat I. ricinus
disponuji fotosenzitivnimi burfikami, které jim umozniuji vyuzit nastup tmy pro spusténi
aktivity v dobé, kdy se sniZuje rychlost ztraty vody. Energetické rezervy klistat spolu
s jejich schopnosti hospodafit s vodou jsou faktory, které reguluji aktivity vyhledavani
hostitele a preziti klistat v pfirodé (Estrada-Pefia a de la Fuente, 2014).

Soucasti Zivotniho cyklu klistéte I. ricinus je také diapauza, kterd je definovana
jako zpomaleni Zivotnich pochod( organismu. Diapauza je velmi dllezita pro sezénni
adaptaci klistat. Jeji nastup je ovlivnén teplotou, délkou fotoperiody, stafim jedince
a reprodukci (Belozerov, 1982; Oliver, 1989; Gray et al., 2016). V laboratornich
podminkach u klistat dochazi k absenci diapauzy z divodu konstantné nastavené
fotoperiody v chovu a/nebo vystaveni klistat vysokym teplotam (21-24 °C) (Gray et
al., 2016).

2.2.Virus klistové encefalitidy

2.2.1. Taxonomie a charakteristika viru

Virus klistové encefalitidy fadime do rodu Flavivirus a Celedi Flaviviridae
(Mandl et al., 1997). V ramci rodu patfi virus KE do skupiny klistaty pfenasenych



flavivir( infikujicich savce, spole¢né s dalSimi patogeny ¢lovéka a zvifat, napfiklad
viry Louping ill, Langat, Powasan ¢i virem Omské hemoragické horecky (Gritsun et
al., 2003).

Na zakladé antigennich vlastnosti a nukletidovych sekvenci genomu je mozné rozlisit
tfi subtypy VKE (Ecker et al., 1999):

e Subtyp 1 — evropsky, prototypovy kmen Neudoerfl, hlavni vektor I. ricinus
e Subtyp 2 — dalnovychodni, prototypovy kmen Sofjin, hlavni vektor I. persulcatus

e Subtyp 3 - sibifsky, prototypové kmeny Vasilchenko a Zausaev, hlavni vektor I.
persulcatus

Poprvé byl virus KE objeven vroce 1937 v tehdejSim Sovétském svazu
expedici A. Zilbera (Zilber, 1939). Ve stfedni Evropé byl tento virus poprvé izolovan
roku 1948 v tehdejsim Ceskoslovensku, a to hned ve dvou pfipadech nezavisle na
sobé (Gallia et al., 1949; Krej¢i, 1949, 1950a, 1950b).

Virové astice (viriony) tohoto viru maji kulovity tvar o priméru 50-60 nm. Jsou
tvofeny ikozaedralni nukleokapsidou obklopenou fosfolipidovou membranou. Genom
viru KE o velikosti 11 kilobazi (kb) sestava z jednoviaknové RNA pozitivni polarity
ulozené v kapsidé. Genom v kapsidé spojuje bazicky kapsidovy protein C (z angl.
capsid). Fosfolipidovy obal obsahuje dva virem kodované proteiny, obalovy
glykoprotein E (z angl. envelope) a membranovy protein M (Mansfield et al., 2009).
Protein E zprostfedkovava splynuti virové a bunéfné membrany interakci
s buné&nymi receptory. V savCich hostitelich téZz vyvolava tvorbu virus-
neutraliza¢nich protilatek, které maiji dulezitou roli v protivirové imunitni odpoveédi
(Heinz et al., 2000). Membranovy protein M, ktery se vyskytuje jen na zralych
extracelularnich virionech, vznika Stépenim prekurzoru prM (Obr. 2) (Raj¢ani
a Ciampor, 2006).

nezraly vnitrobunécny zraly mimobunécny
virion virion

4
nukleokapsid (C)

Obr. 2: Schéma strukturni organizace zralého a nezralého virionu viru KE (upraveno
podle Heinz, 2003)

Virovy genom obsahuje jeden otevieny C&teci ramec, ktery kéduje rozsahly
polyprotein tvofeny 3414 aminokyselinami. Tento polyprotein je St€pen bunéCnymi
a virovymi proteazami na vyse uvedeneé tfi strukturni (C, M a E) a sedm nestrukturnich
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B a NS5) proteint (Gritsun et al., 2003;
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Mansfield et al., 2009). Strukturni proteiny jsou zodpovédné za sbaleni virového
genomu a puceni kapsidy, zatimco nestrukturni katalyzuji replikaci genomu
(Formanova et al., 2015).

2.2.2. Replikace viru

Virus KE infikuje buniky klistéte i svého obratlov&iho hostitele, pfi¢emz zplsob
replikace viru se v téchto dvou systémech podstatné lisi. Buriky klistat nejsou virovou
infekci obvykle nijak poskozovany, zatimco infekce bunék obratlovce muze vést ke
smrti buriky procesem apoptézy nebo nekrézy (Ruzek, 2015b).
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Obr. 3: Schematické zobrazeni replikacniho cyklu viru KE v hostitelské burice
(pfevzato z Palus a Ruzek, 2013)

Replikace flavivir (Obr. 3) probiha v cytoplazmé vnimavé buriky bez
spoluucasti bunéCného jadra. Adsorbované virové cCastice pronikaji do buriky
endocytézou (Rajéani a Ciampor, 2006). Po rozlozeni nukleokapsidy dochazi
k uvolnéni virové RNA. Podle RNA pozitivni polarity je syntetizovano vlakno RNA
negativni polarity, které nasledné slouzi jako pfedloha pro vytvofeni kopii virového
genomu (Mandl, 2005). Tvorba novych viriond a jejich dozravani mize probihat
dvéma cestami, oznaCovanymi jako cis a trans maturace. V pfipadé cis maturace
probiha kompletace virionl v cytoplazmé, nasledné putuji k bunééné membrané, pres
kterou puci a pfi tom ziskavaji sv(j obal. U trans maturace se jiz obalené viriony
shromazduji v méchyfcich endoplazmatického retikula a pfes Golgiho komplex se
dostavaji pomoci transportnich vackd k bunééné membrané. Fuzi membrany vacku
s buné&nou membranou se viriony uvolni do extracelularniho prostoru. V pfipadé
infekce bunék obratlovce virem KE byva pozorovana maturace typu trans, zatimco
v burikach klistéte probiha maturace cestou cis (Senigl et al., 2006).

2.2.3. Stabilita viru

Optimalni pH pro infekénost viru je 8,4-8,8 (Karabatsos, 1980), jistou miru
infekénosti si v§ak zachovava v Sir§im rozmezi pH od 1,42 do 9,19 (Pogodina, 1958).
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Prestoze v kyselém pH dochazi u E proteinu ke specifickym zménam snizujicim
infek&nost, viriony zUstavaji infekéni ve zkyslém mléce nebo v Zaludecnich Stavach.
Tato skute€nost vysvétluje, ze se virus KE mUize pfenaset alimentarni cestou (Gritsun
et al., 2003).

Diky fosfolipidové membrané je virus rychle inaktivovan u¢inkem organickych
rozpoustédel a detergentt (Russell et al., 1980). Spolehlivym zpUusobem inaktivace
viru KE je pasterizace pfi 72 °C (GreSikova et al., 1960). Pfi velmi nizkych teplotach
vSak virus zlstava infekéni témér neomezené (Gould, 1995). Totéz plati i pro virus
KE uchovany v lyofilizované formé pfi pokojové teploté. Ve formé aerosolu jsou
flaviviry stabilni pfi pokojové teploté a vihkosti 23-80 % po dobu alespon 6 hodin
(Karabatsos, 1980). Naopak inaktivovany jsou kromé pasterizace téz UV zafenim,
gamma zafenim a dezinfekénimi prostfedky, jako je 3-8% formaldehyd, 2%
glutaraldehyd, 2-3% peroxid vodiku, 0,5-5%o volny chlor, ethanol, 1% roztok jodu nebo
fenolové jodofory (Burke a Monath, 2001; Gritsun et al., 2003).

2.2.4. Ekologie viru

Cirkulace viru KE v pfirodé (Obr. 4) probiha mezi klistaty a jejich obratlov€imi
hostiteli. Virus KE je tedy vystaven dvéma zcela odliSnym podminkam hostitelskych
organismu, kterym se musi pfizplsobit, v€etné podminek prechodu mezi nimi.
Parametry cirkulace jsou pak dany vzajemnymi vztahy mezi virem, vektorem a jejich
hostiteli (Danielova a Daniel, 2015).
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Obr. 4: Cirkulace viru KE v pfirodé (pfevzato z Mlera et al., 2014)
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Vektofi viru KE

Ve stfedni Evropé je hlavnim pfenaseem tohoto viru klité Ixodes ricinus
(Danielova a Daniel, 2015). DalSimi druhy klistat, které se pravdépodobné podileji na
cirkulaci viru KE v pfirodé, jsou |. persulcatus, |. arboricola, |. hexagonus,
Heamaphysalis punctata, H. concinna, Dermacentor marginatus a D. reticulatus
(Gustafson, 1994)

VSechna stadia klistat se mohou nakazit virem KE pfi sani na infikovaném
hostiteli, ktery pravé prodélava virémii. Poté se virus mezi kliStaty prenasi
transstadialné, transovarialné a pravdépodobné i kopulaci (Dumpis et al., 1999). DalSi
moznosti nakazy dosud neinfikovanych klistat je pfenos pfi tzv. sousani (angl. ,co-
feeding“). Sousani je neviremicky lokalni pfenos nakazy z infikovaného na
neinfikované klisté pfi spoleCném sani na stejném hostiteli, u kterého nemusi byt
detekovatelna viremie (Labuda et al., 1993b; Gritsun et al., 2003). K tomuto pfenosu
dochazi dokonce i na imunnim hostiteli (Labuda et al., 1997).

Pfenos viru KE mezi klistétem a hostitelem se oznacuje jako horizontalni
pfenos, zatimco pfenos z jedné generace klistat na druhou jako pfenos vertikalni.
Klisté jednou nakazené virem KE zUstava infikovano po zbytek svého zivota (Nuttall
a Labuda, 2003). NejdllezitéjSim stadiem pro prenos viru KE jsou pravdépodobné
nymfy, protoZze maiji Siroké hostitelské spektrum a jsou pocetnéjsi nez dospélci (Suss,
2003).

V Evropé se v pfirodé pohybuje prevalence viru KE u klistat mezi 0,1 a5 %
(Lindquist a Vapalahti, 2008). Transovarialni pfenos se na cirkulaci viru podili zfejmé
nizkou mérou. Pouze u 3,3-20 % samic (v zavislosti na infekéni davce) infikovanych
sanim dojde k prenosu viru na potomstvo (Burgdorfer a Varma, 1967). Z infikované
snusky se lihne méné nez 0,5 % infikovanych larev (Danielova a Holubova, 1991).
| toto malé mnozstvi je vSak velmi dulezité pro udrzeni viru KE v pfirodnim cyklu.
Hlavnim faktorem pfenosu viru mezi klistaty je vSak zfejmé ,co-feeding®, pfi kterém
dochazi vyraznému navysSeni prevalence viru (Labuda et al., 1993a). Zajimavy je fakt,
Ze klistata odebrana z ¢lovéka maji az o 20 % vyS$Si prevalenci viru KE nez klistata
replikaci viru pfi sani (Belova et al., 2012; Siss et al., 2006). Replikace viru v klistéti
zfejmé& muze mit vliv na uspésnost jeho detekce v klistéti, nicméné u nasatych klistat
odebranych z pfirozenych hostitelll takto vysoky rozdil v prevalenci zaznamenan
nebyl (Pintér et al., 2013).

Hostitelé viru KE

V pfirodnich ohniscich nakazy jsou za hlavni hostitele a rezervoary viru KE
povazovani drobni hlodavci (Dumpis et al., 1999). DalSi zivoCichove, napfiklad ptaci,
vysoka zvéf a skot, mohou byt virem také infikovani. Pro pfenos viru KE v pfirodé
vSak maji mensi vyznam. Clovék je pouze nahodnym hostitelem a nesehrava Zadnou
roli v cirkulaci viru v pfirodé (Gritsun et al., 2003).

Vzhledem k existencitransovarialniho a transstadialniho pfenosu Ize
povazovat za dlouhodoby rezervoar viru i klisté (Slovak et al., 2014; Danielova
a Daniel, 2015).

Clovék se nejcastgji infikuje virem KE pfi sani infikovaného klitéte. Dalsi
moznosti, i kdyz méné Castou, je pfenos viru alimentarni cestou po poziti
nepasterizovaného mléka ¢i mlé&nych vyrobkud od infikovanych zvifat (nejcastéji koz
a ovci). Byly popsany i vzacné pfipady nakazy inhalaéni cestou v laboratofi nebo
prostfednictvim krevni transfuze (Suss, 2003; Hubalek a Rudolf, 2007; KFiz et al.,
2009).
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2.3. Klistova encefalitida

2.3.1. Geografické rozsireni

Klistova encefalitida je endemicka ve stfedni a vychodni Evropé, Rusku a
na Dalném Vychodé (Dumpis et al., 1999). HIaSené pfipady onemocnéni KE u lidi ve
svété, kterych je ro¢né vice nez 10 000 (Kunz a Heinz, 2003), jsou geograficky uzce
vazany na oblasti rozSifeni k pfenosu kompetetnich vektori. Nedavno zaznamenané
autochtonni pfipady onemocnéni KE v Nizozemi a ve Francii potvrzuji rozSifovani
vyyskytu KE mimo dosud znamé endemické oblasti (de Graaf et al., 2016; Levy et al.,
2016; Weststrate et al., 2017).

Jak jiz bylo zminéno (kap. 2.2.1), virus KE zahrnuje tfi subtypy, evropsky,
dalnovychodni a sibifsky. Hlavnim vektorem evropského subtypu je klisté I. ricinus,
pro subtypy dalnovychodni a sibifsky je to |. persulcatus. Areal rozsSifeni I. ricinus
zaujima témér celou Evropu az po Kavkaz. . persulcatus se vyskytuje v pasu, ktery
se tahne od vychodu Evropy az po Cinu a Japonsko. Oba druhy klistat se spoleéné
vyskytuji v oblastech severovychodni Evropy (Karélie, Petrohrad, vychodni Estonsko
a LotySsko (Obr. 5) (Lindquist a Vapalahti, 2008).

5 ~ = 2
o &
| { , o e

O 1. ricinus
0 = persulcatus
& E  oblast prekryvu

Obr. 5: Geograflcke rozsifeni Ixodes spp (upraveno podle Lindquist a Vapalahti,
2008)

Modra barva znazoriuje vyskyt I. ricinus v zapadnich oblastech a Seda vyskyt I. persulcatus ve
vychodnich oblastech. Rozsiteni téchto dvou vektor(l se prekryva v oblasti vyznaéené zelenou barvou.
Teckovana €ara znaci hranice endemické oblasti KE.

2.3.2. Epidemiologie

Klistova encefalitida patfi spole€né s Lymeskou boreliézou do skupiny nakaz
s pfirodni ohniskovosti. Vyskyt pfirozeného ohniska viru KE je podminén pfitomnosti
patogena, vektora a jejich pfirozenych hostitell. Populaéni hustota i aktivita populaci
klistat je ovliviovana zménami klimatu a strukturou habitatu. TeplejSi klima umozriuje
delSi sezonni aktivitu klistat i lidi. V poslednich desetiletich byl v Evropé zaznamenan
zvySeny vyskyt KE nejen ve znamych endemickych oblastech, ale ohniska KE byla
zaznamenana i v oblastech novych. Recentni vyskyt KE v Evropé je ovlivnén
posunem vyskytu klistat na sever a do vysSich nadmorskych vySek. V souCasné dobé
existuje riziko nakazy onemocnénim pfenasenym klitaty az do 1000 m n. m. Zmény
prfenosu KE mohou také souviset s dynamikou zmén populace rezervoarovych zvirat.
Podil na Sifeni kliStat ma napfiklad i pfemnoZena zvéf, zejména divoka prasata.
(Daniel et al., 2003; KFiz et al., 2012; KFiz et al., 2015; Pazdiora 2015).
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Vyskyt onemocnéni v Ceské republice v poslednich deseti letech ukazuje
nasledujici graf (Obr. 6).
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Obr. 6: Poéty hlagenych onemocnéni KE v CR v letech 2008-2017. Zdroj dat SZU
(Statni zdravotni ustav, 2018)

2.3.3. Projevy nakazy

Pribéh onemocnéni KE je ovlivnén fadou faktord. Velké rozdily mdzeme
pozorovat u jednotlivych subtypu viru KE (Tab. 1). Zda se jedna o rozdily zpusobené
pouze rozdilnymi vlastnostmi kmenu riznych subtypu neni zcela jisté.

subtyp priibéh onemocnéni trvalé nasledky umrtnost
(%)
evropsky dvoufazovy nejsou Casté 1-2
dalnovychodni | jednofazovy vzacné 5-60
sibifsky CasteCné dvoufazovy | Casté, sklon k chronicité 1-3

Tab. 1: Prabéh onemocnéni KE u jednotlivych subtypu viru KE (Gritsun et al., 2003;
Charrel et al., 2004)

Kromé subtypu muze byt prabéh KE ovlivnén davkou viru KE, jez se dostala
do organismu, vékem, pohlavim, stavem imunity ¢i genotypem hostitele (Ruzek
2015a).

Dvoufazovy pribéh evropského typu onemocnéni byva pozorovan u 70 %
nemocnych. Po uplynuti inkubacni doby, obvykle po 7-14 dnech, pfichazi prvni faze
KE. Ta se vyznacuje nespecifickymi pfiznaky podobnymi chfipce (horecka, bolest
hlavy a svalu, nevolnost). Po zhruba tydennim obdobi bez pfiznakli muze nastat
druha faze, kdy se objevuje silna bolest hlavy, horeCka a rizné formy meningitid. Tyto
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se projevuji neorologickymi pfiznaky, jako napfiklad svétloplachost, dezorientace,
zmény nalad, svalovy tfes, paralyza kranialnich nervd a dychacich svall a paréza
koncCetin (Kaiser, 1999; Lindquist a Vapalahti, 2008). Po prodélaném onemocnéni KE
pretrvavaji pfiblizné u 26-50 % pacientd dlouhodobé neurologické nasledky, u 10 %
z nich jsou tyto nasledky vazné (Banzhoff et al., 2008).

Podobny prubéh jako u ¢lovéka byva v pfipadé rozvoje onemocnéni sledovan
téz u psl. Dalsi zivociSny druh vnimavy k infekci je kan, ackoliv u néj onemocnéni
probiha ve vétSiné pripadu asymptomaticky. U pfezvykavcl probiha infekce VKE
asymptomaticky a nepfedstavuje tak zdravotni problém pro samotného nakazeného
hostitele. Riziko nakazy vSak ohrozuje ¢lovéka v roli konzumenta mléka a mlécnych
produktl infikovaného zvirete (Salat, 2015).

2.3.4. Prevence a lécba

Pfes dlouhodobé probihajici vyzkumy v této oblasti jeSté nebyl vynalezen
ucinny lék na infekci virem KE. Lécba spociva v potlacovani pfiznakd. U méné
zavaznych forem onemocnéni je mozné podavat pacientim pro zmirnéni pfiznaku
paracetamol, aspirin, nebo jiné nesteroidni protizanétlivé Iéky. U téZzkych pfipadu je
mozné podani kortikoid( (Dumpis et al., 1999).

Jedinou moznosti ochrany proti KE tedy zlstava prevence. Riziko nakazy
muze byt snizeno obecnymi preventivhimi opatfenimi zaméfenymi na minimalizaci
rizika napadeni klistétem, jako je napfiklad noSeni vhodného obleCeni, pouzivani
repelentd a prohlidka téla po navratu z mist s vyskytem klistat.

Nejucinné&jSim preventivnim opatfenim je vSak aktivni imunizace. V sou€asné
dobé pouzivané moderni vakciny jsou bezpe€né a vysoce uc€inné (ucinnost 95-99 %)
(Heinz, 2007). V Evropé jsou dostupné dvé vakciny zalozené na evropskych kmenech
viru KE: FSME-IMMUN od firmy Baxter, Rakousko (kmen Neudoerfl) a Encepur od
Novartis Vaccines and Diagnostics, Némecko (kmen K 23). K dispozici jsou téz
varianty obou vakcin pro déti: FSME-IMMUN Junior a Encepur Kinder. Tyto vakciny
obsahuji poloviéni mnozstvi oCkovaci latky (Charrel et al., 2004). Vechny tyto
vakciny obsahuji viry KE pomnozZené v bufkach kufecich embryi, inaktivované
formaldehydem a precisténé. Vakciny jsou u€inné proti vSem tfem subtypdm viru KE
(Banzhoff et al., 2008; Rendi-Wagner, 2004).

Dostupné vakciny proti KE pouzivané v Evropé jsou licencované pouze pro
pouziti u lidi. Experimentalné byl vSak prokazan ochranny efekt téchto vakcin i proti
infekcim KE u domacich zvifat (Balogh et al., 2012).

2.4.Vzajemna interakce klistéte a viru klist'ové encefalitidy

Virus KE je klistétem pfenasen tzv. biologickym pfenosem, coz je pfenos, kdy
se infekéni agens musi ve vektoru pomnozit nebo prodélat urcity vyvoj dfive, nez se
m(iZe uskutednit jeho pfenos na nového hostitele (Sejda et al., 2005). Virus tedy musi
byt schopen proniknout do bunék tkani klistéte a tam se replikovat. Pfedtim je ale
nucen projit stfevnim lumen a odolat jeho proteolytickym a jinym ucinkim. Po
prekonani stfevni bariéry musi odolat u¢inkim hemolymfy a posléze pfekonat bariéru
slinnych zlaz, pfipadné ovarii (u transovarialniho pfenosu) (Nuttall a Labuda, 2003;
Danielova a Daniel, 2015).

U klistat se vyvinulo nékolik jedinecnych vlastnosti, které vyrazné pfispivaji
k jejich Uspéchu jako vektor(. Je to napfiklad dlouhovékost a komplexni vyvoj,
hematofagie ve vSech post-embryonalnich stadiich Zivota, schopnost pfezit dlouhou
dobu bez pfijimani potravy a intracelularni traveni v bunikach stfevniho epitelu (Nuttall
a Labuda, 2003). Dalsim faktorem uspéchu pfenosu jsou obranné mechanismy
klistat, které jim umoznuji udrzovat patogeny na urovni nezhorsujici jejich kondici
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a dal§i rozvoj. Dlouho ftrvajici koevoluce klistat s mikroorganizmy, které s nimi
koexistuji, vedla ke vzajemné toleranci (Mans et al., 2011).

SAT

Klisté pfi sani na hostiteli vyluCuje se slinami do rany celou fadu
farmakologicky ucinnych latek (namifenych proti obrannym reakcim hostitele, Ci
srazeni krve), které umoziuji UspéSné sani klistéte. Slinami vyvolané zmény
v imunitni reakci v8ak zaroven usnadfuji pfenos patogenu z klistéte na hostitele.
Mezi vyznamné bioaktivni molekuly slin patfi napfiklad proteiny vazici imunoglobuliny
nebo histamin, regulatory NK bunék (z angl. natural killer cell) a interferonu di
inhibitory komplementu (Nuttall, 1999; Nuttall a Labuda, 2004; Danielova a Daniel,
2015)

Usnadnéni pfenosu patogent na hostitele uCinkem latek obsazenych ve
slinach vektora se oznacuje jako ,slinami aktivovany (asistovany) pfenos” (saliva-
activated (assisted) transmission, SAT). Tento jev byl prokazan u mnoha patogent
prednasenych klistaty vcetné viru KE, podobné jako u nékterych patogen(
prenasenych hmyzem. Bylo dokazano, Ze pfi inokulaci patogenu spole¢né se slinami
dochazi ke zvySeni uspésnosti pfenosu infekce ve srovnani s inokulaci samotného
patogenu (Nuttall a Jones; 1991; Nuttall, 1999). Tento fenomén se uplatriuje mimo
jiné i pfi jiz popsaném spoleéném sani klistat (kap. 2.2.4), tzv. sousani (Labuda et al.,
1993a; Danielova a Daniel 2015).

Imunitni odpovéd klistat na infekci VKE

U bezobratlych ZzivoCichu se na rozdil od obratlovci nevyskytuje, az na
nékteré vyjimky, typicka adaptivni imunita, pro niz je charakteristicka klonalni selekce
lymfocytl, tvorba specifickych protilatek a imunologicka pamét. Imunitni obrana
bezobratlych Zivolichu je zalozena na reakcich vrozené imunity, které jsou rychlé
a nespecifické (Horejsi a Barttirikova, 2005).

Clenovci maji fadu antivirovych mechanisma, které maji branit &i kontrolovat
infekci (Kopacek et al., 2010). K témto mechanismum patfi zejména interference RNA
(Schnettler et al., 2014), produkce antivirovych peptidd, jako jsou defenziny (Talactac
et al., 2017) a detekce vird prostfednictvim Toll receptorl (Ruckert et al., 2014).

V souvislosti s virem klistové encefalitidy jsou zatim nejvice prozkoumany
zejména mechanismy nespecifické protivirové imunity zalozené na RNA interferenci.
Napfiklad u viru Langat, ktery patfi také do komplexu vird KE (Pletnev et al., 2000),
bylo zjisténo, Ze vypinani nékterych genli zapojenych do kaskady RNA intereference
u kultur klistécich bunék vedlo na riznych urovnich k pozitivnhim efektdm na mnozeni
viru. Viry se této nespecifické imunitni reakci brani zifejmé prostfednictvim produkce
sfRNA (small interfering RNA) — kratkych RNA, které blokuji proces RNA interference
(Schnettler et al., 2012; Weisheit et al., 2015).

Toll receptory jsou znamou skupinou strukturné-detekénich receptoru, které
tvofi soucast vrozeného imunitniho systému obratlovcu (Akira a Takeda, 2004).
Nedavno byl zmapovan genom klistéte I. scapularis, pfi€emz se mimo jiné zjistilo, Ze
i klistata maji pravdépodobné nékolik genu kdédujicich Toll receptory (Gulia-Nuss et
al., 2016). Zatim v8ak nevime, zda tyto geny identifikované u klistat produkuji funkéni
proteiny a hraji roli v imunité. Nékteré z nich ziejmé& mohou byt pseudogeny nebo
produkovat proteiny s vyvojovou funkci (Johnson, 2017).

Transkriptomické a proteomické analyzy bunécnych linii odvozenych
z klistat I. ricinus a I. scapularis infikovanych virem KE identifikovaly nékolik molekul,
které se také zdaji byt zapojeny do vrozené imunitni reakce proti flavivirim a do reakci
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bunéného stresu, jako jsou proteiny tepelného Soku HSP90, HSP70 a gp96,
regulator aktivace komplementu Faktor H a trypsin (Weisheit et al., 2015). Dale tyto
analyzy odhalily rozdily ve funkci bunéénych drah v burikach I. ricinus infikovanych
virem KE, virem Louping ill a obligatné intracelularni bakterii Anaplasma
phagocytophilum, v zavislosti na infek¢nim agens. Zjistilo se, Zze bézné dochazi ke
zvySené expresi genl spojenych s apoptézou a bunéénym stresem a genda, které
ovliviuji vrozené imunitni reakce klistat, pfi¢emz pouze infekce flaviviry vyvolava
vzestup nebo snizeni exprese genl spojenych s Toll receptory. Tyto Udaje naznaduji
existenci nékolika nezavislych mechanismu, které zajistuji regulaci invaze viru klistat
(Mansfield et al., 2017).

Dosavadni vyzkumy ukazuji, ze klistata virovou infekci toleruji, dalSimi
experimenty je vSak tfeba zjistit, jaky mechanismus vyuzivaji buriky k regulaci virové
infekce a pro€ tento mechanismus nevede k uplIné eliminaci viru analogicky s imunitni
odpovédi u obratlov€ich hostitelt (Johnson, 2017).

2.5. Vliv patogent na jejich vektory

Pro pfenasené mikroorganismy mize byt vyhodné urcité chovani vektora.
U nékterych patogenl a jejich vektorl se vyvinul vysoce efektivni mechanismus
pfenosu patogenu. Pfenos je zajistén nejen morfo-fyziologickymi zvlaStnostmi
bezobratlych hostitelt a pfipravenosti patogenu k pfechodu do obratlov&iho hostitele,
ale i zménami v chovani infikovanych vektoru ve srovnani s neinfikovanymi (Alekseev
et al., 1988).

Ovlivnéni chovani s cilem zvySeni pravdépodobnosti pfenosu muzeme
pozorovat napfiklad u plvodce malarie, krvinkovky rodu Plasmodium. Bylo zjisténo,
Ze za jejim Sifenim nestoji jen samotni komafi rodu Anopheles, ale urcity vliv na
vlastni pfenos této choroby maji pfimo plasmodia. Oocysty plasmodii, coz jsou
nepfenosna stadia tohoto patogena, musi setrvat nékolik dnu ve stfevé komara, nez
dojde k uvolnéni sporozoitli, tedy stadia, které je jiz pfenosné na obratlovce. Bylo
dokazano, ze komafi rodu Anopheles majici ve svém stfevé nepfenosné oocysty
snizuji frekvenci, se kterou saji krev na hostiteli. Naopak ve chvili, kdy nesou jiz
k pfenosu pfipravené sporozoity, se frekvence jejich sani krve zvySuje (Anderson et
al., 1999).

Podobny zpusob ovlivnéni vektora patogenem byl popsan u viru La Cross,
ktery uClovéka zplUsobuje encefalitidu. Zjistilo se, ze komafi Aedes albopictus
a A. triseriatus infikovani virem La Cross saji hostitelskou krev v menSim mnozstvi,
ale Casté&ji, v porovnani s komary bez infekce (Jackson et al., 2012). Navic bylo
prokazano, ze komafi A. triseriatus infikovani virem La Cross vykazuji vy$si frekvenci
pafeni, coz zvySuje Sance k transovarialnimu a venerickému pfenosu viru (Reese et
al., 2009).

Také bicikovec Trypanosoma brucei, plivodce spavé nemoci, ovliviiuje svého
vektora, bodavku rodu Glossina. Mouchy nakazené T. brucei zvysuji frekvenci sani
hostitelské krve az tfikrat oproti nenakazenym a k nasati potfebuiji vice ¢asu (Jenni et
al., 1980).

Nasledujici kapitoly jsou vénovany védeckym pracem z oblasti vlivu
pfenasenych patogenu na klistata Celedi Ixodidae.
2.5.1. Vliv viru klistové encefalitidy na aktivitu klist'at ¢eledi Ixodidae

Z dosud provedenych vyzkumu (Alekseev et al., 1988; Belova et al., 2012)
vyplyva, Ze infekce virem KE zvySuje aktivitu dospélcu klistat pfi vyhledavani
hostitele. Mechanismy tohoto ovlivnéni zatim zUstavaji neznamé. Existuji vSak
hypotézy o vlivu viru na neuroendokrinni systém kliStat (Belova et al., 2012). Prace
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Z roku 2012 (Belova et al., 2012) se navic vénovala vlivu infekce virem KE na toleranci
klistat I. ricinus k repelentu DEET (N,N-diethyl-3-methylbenzamid). DEET je soucasti
vétSiny komercénich repelentd proti krev sajicimu hmyzu a klistatim a obvykle jeho
koncentrace pfesahuje 20 %. Infikovana klistata vykazovala vysS$i toleranci k tomuto
repelentu, avdak ani ona nepfekonavala bariéru 10 % pfipravku. Pfi niZ§i koncentraci
repelentu nez 10 %, ke které mlze dojit napfiklad postupnym odvétranim pfipravku,
se virem infikovana klistata pohybovala rychleji nez klistata neinfikovana. Tato
skute¢nost je dobrym diivodem pro véasné opakovani aplikace repelentu pfi pobytu
v pfirodé.

DalSi prace (Alekseev et al., 1997) se zabyvala pfezivanim nymf infikovanych
virem KE. Klistata I. persulcatus a A. hebraeum byla vystavena subletalni davce latky
Dursban (Sirokospektralni akaricid ze skupiny organofosfatd). U nymf infikovanych
virem KE doslo ke snizeni jejich pfezivani, naopak neinfikované nymfy obou druhd
prezivaly déle. Navic byly pozorovany rozdily v reakci infikovanych klistat u pro virus
KE kompetentniho vektora |. persulcatus oproti pro prenos tohoto viru
nekomptetenimu A. hebraeum.

Jiny typ ovlivnéni klistat popisuji dvé prace (Korotkow et al., 2006; Korotkow
a Burenkova, 2006). V experimentech téchto autorll infekce virem KE zpusobila
fyziologické zmény u klitat I. ricinus tim, Zze ovlivnila mechanismy regulujici proces
pfemény do dalSiho stadia a indukce nebo ukon&eni diapauzy. V zavislosti na
podminkach dochazelo ke zkraceni doby vyvoje u infikovanych klistat.

Prehled experimentt popisujicich vliv viru KE na aktivitu klistéte celedi
Ixodidae je umistén na konci literarniho pfehledu (Tab. 2).

2.5.2. Vliv borelii na aktivitu kliSt'at ¢eledi Ixodidae

VétSina dosud provedenych experimentl ukazuje, Ze infekce boreliemi snizuje
pohybovou aktivitu pfevazné u dospélcl, pficemz u nymf jiz toto s jistotou tvrdit nelze
(Lefcort a Durden, 1996; Alekseev et al.,, 2000; Romashchenko et al., 2012,
Huspekova, 2014). Jedna ze zvefejnénych studii uvadi, Zze hraniéni hodnota, od které
zacinaji byt klistata negativné ovliviovana, je cca 160 000 spirochet na klisté
(Herrmann a Gern, 2010).

Naopak zvySeni aktivity kliStat pfi vyhledavani hostitele zaznamenali ve svych
experimentech autofi z Némecka a Ruska (Faulde a Robbins, 2008; Naumov, 1999).
Z Naumovych experimentl je vSak patrné, Zze vysoka teplota ovliviiuje pohybovou
a patraci aktivitu boreliemi infikovanych klistat negativné do vétSi miry nez u klistat
neinfikovanych.

Dale bylo prokazano, ze infekce boreliemi zvySuje pravdépodobnost preziti
klistat v prostfedi s nizkou vlhkosti a také zvySuje jejich fototaktickou aktivitu, coz
ziejmé souvisi s vy$8im obsahem tuku v téle infikovanych klistat. Také bylo zjisténo,
Ze klistata infikovana boreliemi nasavaji vétsi mnozstvi krve oproti neinfikovanym
(Herrmann a Gern, 2010; Herrmann et al., 2013; Huspekova, 2014). Zajimavym
vysledkem jedné prace bylo zjisténi, Ze infikovana kliStata pobyvala delSi dobu
v mistech s expozici Osmopherinu (synteticky Zensky feromon) oproti klistatim bez
infekce (Romashchenko et al., 2012).

Z uvedenych praci vyplyva, ze borelie maji na kliStata v nékterych
parametrech jiny u€inek nez virus KE. Popis konkrétnich rozdilu je jednim ze zaméru
mé diplomové prace.

PFehled experimentd popisujicich vliv borelii na aktivitu klistéte Celedi Ixodidae
je umistén na konci literarniho pfehledu (Tab. 3).
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2.5.3. Vliv dalSich patogenu na aktivitu klist'at ¢eledi Ixodidae

Z dalSich patogenu, které ovliviiuji svého vektora, bylo do dnesni doby
vénovano nejvice pozornosti bakterii Anaplasma phagocytophillum, pavodci lidské
granulocytarni anaplasmoézy. Bylo zjisténo, ze klistata infikovana anaplasmou |épe
prezivaji v nizkych teplotach a jsou aktivnéjsi, coz by mohlo byt zpisobeno produkci
nemrznouciho glykoproteinu exprimovaného u infikovanych klistat (Neelakanta et al.,
2010). V dalsi praci se uvadi, ze i pfi vysokych teplotach muze infekce anaplasmou
kliStata ochranit, a navic jsou infikovana klistata vystavena vysokym teplotam
aktivngjsi pfi vyhledavani hostitele oproti nenakazenym. Autofi prace tento vysledek
vysvétluji tim, ze proteiny HSP (proteiny teplotniho Soku) chrani burky klistat pred
stresem z vysokych teplot a spoleéné se subolesinem (transkripéni faktor) se podileji
na reakci klistat proti infekci (Busby et al., 2012). Experimenty védcu z Atlanty
ukazaly, ze kliStata infikovana alopatrickymi izolaty A. phagocytophillum (vyskytujici
srovnani s neinfikovanymi klistaty. V pfipadé nakazy sympatrickym izolatem
Anaplasmy (vyskyt ve stejné oblasti) se v téchto experimentech rozdil v uspésnosti
premény nepotvrdil (Ross a Levin, 2004).

Existuje Fada dalSich pfipadd ovlivnéni klistat infekci bakterialnimi Cci
protozoarnimi patogeny. Napfiklad u larev klistat infikovanych prvokem rodu Babesia
byla zaznamenana zvySena uUspéSnost sani a pfemény do nymfalniho stadia
(Randolph, 1991). Bakterialni infekce ricketsiemi (Rickettsia sp.) zpusobuje vySsi
pohybovou aktivitu klistat, zatimco na naklonéném povrchu jsou aktivnéjsi
neinfikovana klistata (Kagemann a Clay, 2013). U klistat infikovanych jinou bakterii,
Francisella tularensis, bylo zaznamenano snizeni bodu podchlazeni oproti
neinfikovanym klistatim (Nabbout et al., 2018).

Prehled experimentl popisujicich vliv dalSich patogenu na aktivitu klistéte
Celedi Ixodidae je umistén na konci literarniho pfehledu (Tab. 4).

Samostatna kapitola by mohla byt vénovana vlivu smiSenych infekci klistat,
ktera by ale svym obsahem jiz pfesahovala ramec této diplomové prace.
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druh klistéte

popsana zména chovani zplsobena infekci virem KE

poznamka

Ixodes ricinus

Infekce virem KE u klistat ovlivnila mechanismy regulujici proces pfemény do dal§iho stadia a
indukce nebo ukoncéeni diapauzy (Korotkow et al., 2006).

pfirozena infekce (klistata z pfirody)

Ixodes ricinus

U infikovanych klistat doslo k vyznamné urychlenému vyvoji za kratkych dennich podminek (u
klistat, ktera se nasala v Unoru) v porovnani s kliStaty bez nakazy (Korotkow a Burenkova,
2006).

experimentalni nakaza — sani larev a nymf
na infikované mysi (klistata z chovu), VKE
kmen EK-328

Ixodes ricinus

Infikovani dospélci byli aktivnéjSi pfi pohybu k atraktantu (ruka experimentatora) a tolerantné;si
k DEET (repelent) oproti neinfikovanym klistatam (Belova et al., 2012).

experimentalni nakaza — percoxalni infekce
injekci (klistata z chovu), VKE kmen
Absettarov

Ixodes
persulcatus

Infikované samice se k atraktantu (krali¢i kiize navihéena moci) pohybovaly rychleji a zdolaly
delSi trasu nez samice neinfikované. Tento pohyb navic klistata uskutec¢riovala proti gradientu
vlhkosti a ve vertikalnim sméru (Alekseev et al., 1988).

experimentalni nakaza — percoxalni infekce
injekci (klistata z pfirody), VKE kmen BK-
130

Ixodes
persulcatus
Amblyomma
hebraeum

Subletalni davka akaricidu Dursban (22,5% emulze) snizila pfezivani nymf infikovanych VKE
a zvysila preziti neinfikovanych nymf (Alekseev et al., 1997).

experimentalni nakaza — percoxalni infekce
injekci (klistata z pfirody), VKE kmen BK-
130

Tab. 2: Vliv viru klistové encefalitidy na aktivitu klistéte Celedi Ixodidae
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persulcatus

patraci aktivitu ve vétSi mife u infikovanych klistat. Mira aktivity pozitivné korelovala s po¢tem borelii na
jeden exemplaf klistéte (Naumov, 1999).

druh popsana zména chovani nebo morfologie zplsobena boreliovou infekci poznamka
klistéte
Ixoxes Nymfy infikované boreliemi mély vétsi velikost téla oproti nymfam neinfikovanym a zarover mély infekéni | pfirozena infekce (klistata
ricinus nymfy v prdméru o 12.1 % vySSi obsah tuku vtéle. Bylo Zzjisténo, ze infekce boreliemi zvySuje | z pfirody), Borrelia burgdorferi
preziti klistat v prostfedi s nizkou vihkosti. (Herrmann a Gern, 2010; Herrmann et al., 2013).
Ixodes Klistata infikovana boreliemi byla vice tolerantni k suchému prostiedi, a také v téchto pro né nevhodnych | pfirozena infekce (klistata
ricinus podminkach pfezivala, v porovnani s klistaty neinfekénimi. Pfezivani infikovanych klistat v nepfiznivych | z pfirody), Borrelia burgdorferi
teplotnich a vlhkostnich podminkach se liSilo v zavislosti na jejich vyvojovém stadiu a mife infekce. Infekni
nymfy prezivaly velmi dobfe a mira infekce na né neméla zadny vliv. Dospélci ale byli pozitivné ovlivnéni
infekci B. burgdorferi jen do mnozstvi borelii cca 160 000 spirochet na jedno klisté. PFi prekroceni této
hranice za¢ala mit infekce boreliemi na dospélé klisté negativni vliv (Herrmann a Gern, 2010).
Ixodes Infekce boreliemi zvysila GCinnost vyhledani hostitele u dospélych klistat. Pocet klistat infikovanych | pfirozena infekce (klistata
ricinus boreliemi sebranych od lidi byl vy$5i nez klistat z vegetace (Faulde a Robbins, 2008). z pfirody), Borrelia burgdorferi
Ixodes Boreliemi infikovani dospélci vykazovali nizsi pohybovou aktivitu smérem k atraktantu (myS) a pfisavali se | experimentalni infekce — sani
ricinus k hostiteli v delSim ¢asovém horizontu v porovnani s dospélci neinfekénimi. Infikované nymfy i dospélci | larev na infikované mysi (klistata
nasali vét§i mnozstvi krve oproti neinfekénim klistatiim, pfi¢emz doba sani zUstala nezménéna. Vys$Si | z chovu), Borrelia burgdorferi
fototakticka aktivita byla zaznamenana jak u infikovanych nymf, tak u infikovanych dospélct. U dospélcu
vSak toto zvySeni nebylo statisticky prikazné (Huspekova, 2014).
Ixodes Boreliemi infikované nymfy a dospélci vykazovali niZSi pohybovou aktivitu neZz neinfikovana klistata | pfirozena infekce (klistata
ricinus (Alekseev et al., 2000). z pfirody), Borrelia burgdorferi
Ixodes
persulcatus
Ixodes Infekce boreliemi zvySila patraci aktivitu dospélct a nymf. Vysoka teplota negativné ovlivnila pohybovou a | pfirozena infekce (klistata

z pfirody), Borrelia burgdorferi

Ixodes
persulcatus

Klidtata infikovana boreliemi se pohybovala vyrazné pomaleji nez klitata bez infekce. Déle se infikovana
klistata zdrzovala déle v mistech s expozici Osmopherinu oproti neinfekénim klistatdm (Romashchenko et
al., 2012).

pfirozena infekce (klistata
z pfirody), Borrelia burgdorferi

Ixodes
scapularis

InfekEni dospélci byli prokazatelné méné aktivni, velmi neochotné prekonavali pfekazky a vyhybali se
setrvani a lezeni po povrchu ve vertikalni poloze. Klistata infikovana boreliemi vyhledavala své hostitele v
menSich vySkach nez kliStata neinfikovana. Infikované nymfy vykazovaly oproti neinfikovanym vyssi
fototaxi a vétSi ochotu lezeni ve vertikalni poloze (Lefcort a Durden, 1996).

experimentalni infekce — sani
larev na infikované mysi (klistata
z chovu), Borrelia burgdorferi

Tab. 3: Vliv borelii na aktivitu kliStéte ¢eledi Ixodidae
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druh klistéte

druh patogenu

popsana zména chovani

poznamka

trianguliceps

larev, které byly schopny pfejit do nymfalniho stadia (Randolph, 1991).

Ixodes Anaplasma Infekce bakteriemi rodu Anaplasma indukovala expresi nemrznouciho | experimentaini  infekce  (klisStata
scapularis phagocytophillum glykoproteinu, ktery zvysil prezivani klistat v nizkych teplotach a také zvysil | z chovu a klistéci bunky), izolat NCH-
aktivitu klistat (Neelakanta et al., 2010). 1
Ixodes Anaplasma Subolesin (transkrip&ni faktor), HSP20 a HSP70 (proteiny teplotniho Soku) | experimentalni  infekce  (klistata
scapularis phagocytophillum ovlivnily aktivitu klistat pfi vyhledavani hostitele. Klistata vystavena vysokym | z chovu a klistéci buriky), izolat NY18
teplotam nakazend bakterii rodu Anaplasma byla pfi vyhledavani hostitele
aktivnéjSi nez nenakazena (Bushy et al., 2012).
Ixodes Anaplasma Infekce bakterii rodu Anaplasma ovlivnila expresi gend CG8 a T2, | experimentalni  infekce  (klistata
scapularis phagocytophillum zpusobujicich preskupeni cytoskeletu bunék klistat (Ayllon et al., 2013). z chovu a klistéci buriky), izolat NY18
Ixodes Anaplasma Klistata, ktera sala na mySich infikovanych Sesti alopatrickymi izolaty, | experimentalni infekce — sani larev na
scapularis phagocytophillum vykazovala vy3Si procento uspéSné pieménénych z larev na nymfy oproti | infikovanych mySich
klistatiim neinfikovanym. alopatrické izolaty (vyskytujici se
U larev infikovanych sympatrickym izolatem byla uspéSnost pfemény podobna | na jiném uUzemi nez |. scapularis):
s neinfikovanymi kliStaty (Ross a Levin, 2004). Dawson, Gaillard, NY-8, Sp-ls,
Webster a MRK
sympatricky izolat (vyskyt ve stejné
nebo prekryvajici se oblasti s|.
scapularis): Bridgeport
Ixodes Babesia microti Infekce prvoky rodu Babesia zvySila uspéSnost sani larev a také zvysila poCet | experimentalni  infekce  (klistata

z chovu), kmeny K67 a OX87

al., 2018)

Dermacentor Rickettsia sp. Na rovném povrchu vykazovala klistata infikovana bakterii rodu Rickettsia | pfirozena infekce (kliStata z pfirody)
variabilis vys$Si pohybovou aktivitu, zatimco na naklonéném povrchu (45 °) byla

aktivnéjsi neinfikovana klistata (Kagemann a Clay, 2013).
Dermacentor Francisella Infekce bakterii rodu Francisella sniZila bod podchlazeni u klistat, velikost t&€la | pfirozena infekce (kliStata z pFirody)
variabilis tularensis vSak zUstala u infikovanych klistat stejna jako u neinfikovanych (Nabbout et

Tab. 4: Vliv dalSich patogenl na aktivitu klistéte Celedi Ixodidae
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3. Material a metody
3.1. Laboratorni zvirata a bunécné linie

3.1.1. Klistata

Larvy klistéte I. ricinus pouZité pro experiment pochazely z chovu klistat
Parazitologického Ustavu BC AV CR, v.v.i. Tato klistata byla prvni generaci
odchovanou v laboratofi, plvodné byla ziskana ze sniSek dospélych samic
odchycenych v pfirodé.

V8echna vyvojova stadia klistéte 1. ricinus byla chovana v konstantnich
podminkach pfi vlhkosti 98 %, teploté 24 °C a svételném rezimu nastaveném na
15 hodin svétla a 9 hodin tmy.

3.1.2. Mysi

Pro experimenty byly pouzity SPF (specific-pathogen-free) samice mysi
kmene ICR (CD1), které byly zakoupeny od firmy AnLab, s.r.o. (dodavatel Charles
River). Mysi byly chovany v SPF prostorach Parazitologického ustavu Biologického
centra AV CR, v.v.i. v konstantnich podminkach pfi 22 °C a relativni vihkosti 65 %.
Chov mysi probihal v plastovych boxech s podestylkou ve formé dfevénych hoblin.
MySi mély neomezeny pfistup k pitné vodé a kompletni potravé v podobé suchych
pelet.

3.1.3. Bunécéné linie

Pro plakovou titraci byla pouZzita bunééna linie PS (angl. porcine kidney stable;
praseCi ledvina). Kultivace této linie probihala v médiu L15 (Leibowitz) s 3 %
prekolostralniho teleciho séra, 1 % smési antibiotik a antimykotik (vysledné
koncentrace: Amphotericin B 0,25 pg/ml, Penicilin G 100 j./ml a Streptomycin 100
pg/ml) a 1 % L-glutaminu (vysledna koncentrace 292 pg/ml) (vSe Biosera) pfi 37 °C
v kultivanich lahvich (TPP).

Pro pasaz byly bufky uvolfiovany pomoci suché trypsinizace. Ta byla
provadéna dvojim oplachem sterilnim PBS (fosfatem pufrovany fyziologicky roztok -
phosphate buffered saline, Biosera) a poté pfidanim dvakrat 1 ml trypsinizacni smési
(0,02% trypsin a 0,02% EDTA v PBS). Po vyliti posledniho roztoku byla lahev ulozena
do termostatu nastaveného na 37 °C. Po nékolika minutach, kdyZz byly burky
uvolnény, bylo do lahve pfidano 5 ml média. Bunécna suspenze byla pfipravena
promichanim média a uvolnénych bunék pomoci pipety. Vlastni pasaz byla
provadéna naredénim suspenze do Cerstvého media.

3.1.4. Virus klistové encefalitidy

Pro experimentalni infekci klistat byl pouzit virus KE stfedoevropského
subtypu kmen Hypr. Tento kmen byl plvodné izolovan z krve 10 letého ditéte
s diagnézou KE v roce 1953 v tehdejim Ceskoslovensku. K experimentiim byla
pouzita 7. pasaz viru v mozcich sajicich mysSek.

Virus byl uchovavan ve formé 20% mozkové suspenze pfi -70 °C. Manipulace
s timto patogenem probihala sterilné v boxu s laminarnim proudénim (Esco Airstream
Class Il) za pfisnych bezpec€nostnich podminek (BSL2).
3.2.Infikovani larev klistéte Ixodes ricinus

V mé bakalarskeé praci (Vyletova, 2015) jsem se zabyvala porovnanim riznych
metod nakazZeni klistat I. ricinus v laboratornich podminkach. Imerzni metoda
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[adaptovana dle (Policastro a Schwan, 2003; Mitzel et al., 2007)] infekce virem KE
kmenem Hypr se z téchto metod jevila jako nejvhodné&jsi pro potfeby me diplomové
prace.

Pro experimenty bylo potfeba pfipravit dvé skupiny larev, jednu kontrolni a
druhou infikovanou virem KE. Infekce byla provedena u dvou nezavislych skupin
larev, vzdy bylo pouzito cca 400 jedincu, z toho bylo cca 200 larev (a 100 larev na
zkumavku) ponofeno do virové suspenze v kompletnim médiu a cca 200 larev (a 100
larev na zkumavku) do média bez viru (kontrolni skupina).

Infekce probihala v laminarnim boxu za pfisnych bezpe&nostnich podminek.
Infekce byla provadéna ve specialné upravenych 2 ml zkumavkach, které obsahovaly
jesté vnitfni uzavifenou zkumavku tak, aby nedochazelo ke kontaktu média s virem Ci
povrchové kontaminovanych Kklistat s prostfedim. Do takto upravenych
mikrozkumavek bylo napipetovano po 100 pl kompletniho média L15. Do infekénich
zkumavek bylo pfidano po 30 ul viru KE kmen Hypr o titru 2,5*108 PFU/mI (celkové
mnozstvi viru zde bylo tedy 7,5*10° PFU). Do kontrolnich mikrozkumavek bylo
pfidano 30 pl kompletniho média L15. Poté byla do mikrozkumavek rozdélena klistata
(po 100 jedincich). Po kratké centrifugaci (do 6 000 G) byly znatené zkumavky
ulozeny do termostatu na 45 min pfi 34 °C, pficemz byly kazdych 10 min jemné
promichany. Po inkubaci byly mikrozkumavky 2 min. chlazeny na ledu. Po kratké
centrifugaci (do 6 000 G) byla perforovana vnitini zkumavka, centrifugaci (do 6 000
G) bylo odstranéno médium a klistata byla nasledné tfikrat promyta vychlazenym
roztokem PBS. Po promyti byla klidtata jesté jednou centrifugovana (1 min., do 6 000
G) pro osuseni.

Mysi kmene ICR (CD1) (samice, min. 6 tydnu staré) byly zbaveny srsti na ¢asti
zad, a na takto pfipravené misto jim byl pfipevnén ,klobou€ek® — uzaviratelny
rezervoar, pod kterym klistata saji (Obr. 7). Do jedné hodiny po promyti byly obé
skupiny larev zvlast nasazeny na mysi. Vnitfni mikrozkumavky byly vyjmuty z vnéjsi
zkumavky a povrchové sterilizovany otfenim 4% roztokem Persterilu 36. Po odpafeni
Persterilu byly oteviené zkumavky umistény do klobouckl a kloboucky byly uzavieny.
Chovné nadoby s mySmi byly uloZeny do vétSich nadob s vodou (cca 3 cm ode dna),
aby se zamezilo pfipadnému uniku larev do volného prostoru.

-

Obr. 7: MyS$ ICR s ,klobou¢kem® pro nasavani klistat (foto Eva Vyletova)
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3.3.Nasavani nymf a dospélct klistéte Ixodes ricinus

Klistata nymfalniho stadia a dospélé samice byly nasavany obdobné jako
larvy. Nasavani téchto vyvojovych stadii probihalo nejdfive &tyfi tydny po posledni
metamorféze, na jednu my$ bylo umisténo maximalné 10 nymfalnich klistat nebo
2 dospélé samice spolu s 2 samci (pfitomnost samcu zvySuje pravdépodobnost
Uuspésného nasati samic, béhem sani také dochazi ke kopulaci). Klistata byla z mysi
odebirana po plném nasati, nasledné byla zvazena a umisténa do epruvet s mensim
mnozstvim dfevénych §tépk( uzavienych vatovymi zatkami. Klistata byla
uchovavana v konstantnich podminkach pfi vihkosti 98 %, teploté 24 °C a svételném
rezimu nastaveném na 15 hodin svétla a 9 hodin tmy, jak je uvedeno v kapitole 3.1.1.
U nasatych klistat byl pribézné kontrolovan stav metamorfézy, u samic pocatek
kladeni, u sniSek pocatek lihnuti. Kontrola probihala prohlédnutim epruvety zvenku,
aby nebyl kontrolou proces pfevlékani, kladeni a lihnuti naruSen.

3.4.Detekce viru klistové encefalitidy v klist'atech

3.4.1. Molekularné-biologicka detekce genomické RNA viru

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je molekularné biologicka technika
Siroce pouzivana pro amplifikaci a detekci sekvenci DNA (a RNA pro reverzni
transkripci). Pro stanoveni prevalence a mnozZstvi viru v klistatech byla pouzivana
metoda jednokrokové reverzné transkripéni kvantitativni polymerazové fetézové
reakce (RT-gPCR). Konkrétné byl pouzit kit pro detekci VKE Genesig Standard Kit
(Primerdesign) v kombinaci s mastermixem OneStep, gRT-PCR Mastermix (Oasig).
Jedna se o metodu zalozenou na principu klasické PCR schopnou detekovat
a kvantifikovat virovou RNA. Na rozdil od bézné PCR, kde se analyzuje az vysledny
produkt pomoci agarézové elektroforézy, je pfi kvantitativni PCR zaznamenavano
mnozstvi PCR produktu v kazdém cyklu amplifikace. Amplifikacni produkt je
kvantifikovan pomoci dualné znacené hydrolyza¢ni (TagMan) sondy, ktera nese na
5’konci fluorescengni zafi¢ a na 3’konci fluorescenéni zhase¢. Béhem PCR je
TagMan sonda rozStépena 5°-3'nukledzovou aktivitou TaqDNA polymerazy
a odstépeni zafice vyusti ve zvyseni fluorescence, ktera je pfimo umérna mnozstvi
produktl PCR. V pfipadé uvedeného kitu byla sonda znacena fluoroforem FAM.
Pocet kopii ve vzorku je stanoven na zakladé kalibracni kfivky - absolutni kvantifikace.
Standard o znamé koncentraci templatu (soucasti kitu) je desitkové nafedén a je
vytvofena kalibracni kfivka, ktera je analyzovana spolu se vzorky. Pfi reverzni
transkriptazové PCR je celkova RNA nejprve transkribovana do komplementarni DNA
(cDNA) reverzni transkriptazou. cDNA pak slouzi jako templat pro gPCR reakci. Pro
uCely této prace byla vyuzita jednokrokova varianta RT-qPCR, kdy reverzni
transkripce (pfepis RNA do cDNA) probiha ve stejné zkumavce bezprostfedné pred
zde odpada zdlouhava manipulace se vzorky, €imZ se snizuje pravdépodobnost
chyby v pipetovani ¢i kontaminace (Bustin, 2000; Schwaiger a Cassinotti, 2003; Dyer
et al., 2007; Ergunay et al., 2016).

Vysledky kvantifikace jsou prezentovany ve formé poctu kopii genomu VKE
prepocteneé na kliste.
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Purifikace virové RNA z klist’at

Homogenizace klistat a purifikace virové RNA byla provadéna bezprostfedné
po ukonceni daného experimentu s kliStaty. V ramci kazdé sady vzorkd byla
zarazena negativni kontrola izolace, ktera obsahovala vSechny komponenty jako
testované vzorky (kromé klistéte) a proSla celym procesem od homogenizace po
detekci.

Purifikace virové RNA pomoci kitu High Pure RNA Tissue Kit (ROCHE)

Tento kit byl pouzivan pro izolaci virové RNA z nenasatych klistat. Postup
izolace byl zachovan podle protokolu vyrobce (version 0.9).

Klistata (vSechna stadia individualné, pouze larvy F1 generace - potomstvo
infikovanych samic ve smésném vzorku po 50 jedincich) byla umisténa do sterilnich
homogenizacnich zkumavek (2 ml, safe-lock, Eppendorf) obsahujicich sterilni
ocelovou kulicku (5 mm, Qiagen) spole¢né s 400 ul lyzaéné-vazebného pufru. Poté
byla provedena homogenizace pomoci pfistroje Tissue Lyser Il (Qiagen) po dobu
3 min pfi 30 Hz. Nenasaté larvy byly homogenizovany ve stejném mnozstvi pufru ve
sterilnich 1,5 ml zkumavkach pomoci sterilnich plastovych ty¢ek (homogenisation
pestel). Po pfidani 200 ul ethanolu se RNA selektivné navazala na specialni
silikagelovou membranu v kolonce. Zbytkova DNA byla stépena pomoci DNasy (90 pl
DNase Incubation Buffer + 10 yl DNase I). Po inkubaci (15 min pfi laboratorni teploté)
byly vymyvany kontaminanty ze vzork( dvéma rlznymi pufry. Nakonec byla DNA
eluovana z kolonky pomoci 100 pl eluéniho pufru do sterilni mikrozkumavky
a nasledné uloZena pfi -70 °C.

Purifikace virové RNA pomoci kitu NucleoSpin® RNA (MACHEREY-NAGEL)

Tento kit obsahuje kromé kolonek se specialni membranou jesté filtry pro
snizeni viskozity lyzatu, proto byl pouzivan pro purifikaci virové RNA z nasatych
klistat. Postup izolace byl zachovan podle navodu vyrobce.

Klistata byla po jednom umisténa do sterilnich homogeniza¢nich zkumavek
obsahujicich ocelovou kulicku (5 mm - Qiagen) spole¢né s 350 pl lyzaéniho pufru
a 3,5 pl B-mercaptoethanolu. Po homogenizaci (stejny postup jako u kitu ROCHE) byl
lyzat predcistén pomoci filtru do sbérné zkumavky. Po pfidani 350 ul 70% ethanolu
se RNA selektivné navazala na specialni silikagelovou membranu v kolonce.
Nasledné bylo na membranu naneseno 350 pl odsolovaciho pufru. Zbytkova DNA
byla §tépena pomoci 95 pl reakéni smési DNasy. Po inkubaci (15 min pfi laboratorni
teploté) byly vymyvany kontaminanty ze vzork( dvéma rdznymi pufry. Nakonec byla
DNA eluovana z kolonky pomoci 60 ul RNase-free vody do sterilni mikrozkumavky
a nasledné ulozena pfi -70 °C.

RT-qPCR

Vzorky byly po vyjmuti z -70 °C rozmraZeny na ledu, kratce promichany
a centrifugovany.

PCR reakce byla pfipravovana v objemu 10 ul. Pfedem byla pfipravena smés
5 pl mastermixu (Oasig™ lyophilised OneStep qRT-PCR Mastermix, GENESIG) a 0,5
ul smési sondy se specifickymi primery (Primerdesign™ Ltd, Tick-borne encephalitis
virus, Polyprotein gene, genesig® Advanced Kit, GENESIG) na jeden vzorek. Tato
smés byla (po 5,5 pl) napipetovana do 96 jamkového panelu (LightCycler® 480
Multiwell Plate 96, white, ROCHE). Poté byly pfidany vzorky izolované RNA nebo
pozitivni a negativni kontrola izolace o objemu 4,5 ul na jamku. Jako dalSi negativni
kontrola slouzila vzdy alespori jedna jamka bez pfidani templatu. Nasledné byl panel
prelepen prihlednou folii a vzorky v ni byly kratce centrifugovany.
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Pro amplifikaci byl pouzit pfistroj LightCycler ® 480 (ROCHE) s parametry
uvedenymi v tabulce €. 5.

kroky doba teplota

trvani
1 cyklus reverzni transkripce 10 min 42 °C
aktivace enzymu 2 min 95 °C
50 cykld denaturace 10s 95 °C
(amplifikace) syntéza a sbér dat (kanal FAM) 10min | 60°C

Tab. 5: Parametry nastaveni pfistroje LightCycler ©® 480

3.4.2. Plakova titrace

Tato metoda (de Madrid a Porterfield, 1969) se pouzZiva ke stanoveni
infek&nich titr( vir(. Je zalozena na infekci bunék v suspenzi s naslednou kultivaci za
podminek dovolujicich vznik souvislé vrstvy bunék, ve které mnozici se virus vyvola
lokalizovany cytopaticky efekt viditelny po fixaci a obarveni jako plak.

V této praci byla plakova titrace pouzita ke stanoveni titru viru 7. pasaze
mozkové suspenze VKE (kmen Hypr) vyuzité k infekci klistat. Dale bylo provedeno
porovnani stanoveni titru viru plakovou titraci se stanovenim poctu kopii virové
genomické RNA v klistatech pomoci RT-qPCR.

Plakova titrace byla provadéna v laminarnim boxu v 24 jamkovych panelech
(TPP). Béhem prace byly vzorky chlazeny na ledu, panely byly v mezi¢ase ukladany
do lednice. Nejdfive byla pfipravena suspenze bunék PS o koncentraci 3 x 10°na
1 ml. Buiiky PS byly uvolnény z kultivacni lahve pomoci suché trypsinizace
a spocitany v Blrkerové komurce. Po zjisténi po¢tu bunék byla buné&na suspenze
nafedéna kompletnim médiem L15 (popsano vkap. 3.1.3) na pozadovanou
koncentraci. Poté byly vtomtéZz médiu testované vzorky nafedény desitkovym
fedénim (do 180 yl media bylo pfidano 20 ul vzorku). Jako negativni kontrola slouzila
jedna nebo dvé jamky bez pfidani jakéhokoliv vzorku. Nasledné byla do vSech jamek
pfidana bunééna suspenze bunék PS v mnozZstvi 300 pl na jamku. Obsah panelu byl
promichan. Po &tyfhodinové inkubaci pfi 37 °C a 0,5 % CO:z byly jamky prekryty
pfelivem z 2x koncentrovaného kultivaéniho média L15 a 3% roztoku
karboxymetylceluldézy (Sigma) v poméru 1:1. Po nasledné inkubaci (5 dni pfi 37 °C
a 0,5 % COz2) byly panely nejprve oplachnuty ve fyziologickém roztoku a poté barveny
roztokem naftalenové Cerné (1 g naftalenové Cerné, 60 ml ledové kyseliny octové,
13,6 g octanu sodného, doplnéno do 1 | destilované vody) po dobu 45 minut.

Po oschnuti panelu byl pokus vyhodnocovan. V nejvysSim fedéni viru, v némz
doslo k vytvoreni jednotlivych izolovanych plak, byl zjistén jejich pocet. Vysledek byl
vyjadfen poctem plakotvornych jednotek (PFU - plaque forming units), ktery odpovida
poctu infekEnich virovych €astic v piivodnim vzorku. Vysledek byl nasledné prepocten
na ml pavodni virové suspenze €i na jednotlivé klisté.
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3.4.3. Porovnani stanoveni mnozstvi viru pomoci plakové titrace a RT-
gPCR

Pro uc¢el porovnani metod detekce byla pfipravena testovaci sada vzorku z 20
infikovanych nenasatych nymf I. ricinus.

Z duvodu potieby likvidace povrchové mykoflory klistat byly nymfy nejprve
povrchové desinfikovany. K tomu byla pouzita metoda (Yoder et al., 2003), ktera
spolehlivé odstranila mozné kontaminace interferujici s plakovou titraci. Nymfy byly
umistény do sterilni mikrozkumavky (Eppendorf). Desinfekéni roztok byl pfipraven
smichanim sterilni deionizované vody, ethanolu a 5% NaOCI v objemovém poméru
18:1:1. K nymfam do mikrozkumavky bylo pfidano 500 ul tohoto roztoku. Po dobu
jedné minuty bylo s mikrozkumavkou jemné tfepano. Po odsati desinfekéniho roztoku
byla kliStata tfikrat promyta sterilni deionizovanou vodou (1 ml) a nasledné osusena
prouzky filtracniho papiru o velikosti cca 0,2 x 3 cm.

Z jednotlivych klistat byly pfipraveny homogenaty (3.4.1.) v objemu 250 pl
média. Z kazdého vzorku bylo nasledné odebrano po 100 pl pro izolaci RNA a pro
plakovou titraci.

Dale byly vzorky zpracovany podle postupl uvedenych v kapitolach 3.4.1.
a 3.4.2., pouze v pfipadé purifikace virové RNA pomoci kitu High Pure RNA Tissue
Kit, Version 0.9 (ROCHE) bylo k 100 pl homogenatu z klistéte pfidano pouze 300 ul
lyzaéné-vazebného pufru. Vysledek byl nasledné prepocten na jednotlivé klisté.

3.4.4. Efektivita prenosu viru v ramci ,,co-feedingu®

Efektivita pfenosu viru vramci ,co-feedingu“ byla testovana nasazenim
oznaCenych nymf ze skupiny infikovanych do jednoho klobou¢ku s nymfami
kontrolnimi. Pokus byl proveden ve 2 opakovanich, nasaté nymfy byly testovany
14 dni po dokon¢eni sani.

3.5. Vliv infekce na sani klist’at

Parametry vyvojového cyklu klistat byly porovnavany mezi skupinou
infikovanou v suspenzi KE (infekce jednotlivych klistat nebyla testovana) a kontrolni
skupinou. Skupina infikovanych v tomto pfipadé tedy zahrnuje jedince qPCR pozitivni
a qPCR negativni dle prevalence VKE v daném stadiu. Nasavani klistat probihalo dle
postupu uvedeného v kapitole 3.3.

3.5.1. Rychlost prisati nymf a dospélct

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zda infekce virem KE ovlivni rychlost, jakou
se klistata pfisaji na hostitele. Kontrolni skupina zahrnovala celkem 57 nymf a
9 dospélct, skupina infikovanych pak 202 nymf a 12 dospélcu. Klistata byla
kontrolovana v pfiblizné 2 hodinovych intervalech. Bé&hem kontroly byl vzdy
zaznamenan pocet pfisatych kliStat v dany okamzik. Ziskana data byla poté
porovnana a statisticky vyhodnocena.

3.5.2. Doba sani nymf a dospélci

DalSim pozorovanim byla zjisténa doba, po kterou infikovana a kontrolni
klistata sala na mysi. Kontrolni skupina zahrnovala celkem 60 nymf a 7 dospélcu,
skupina infikovanych pak 209 nymf a 8 dospélct. Nymfy i dospélci byli kontrolovani
dvakrat denné. B&hem kontroly byl vzdy zaznamenan pocCet pIné nasatych kliStat
v dany okamzik. Ziskana data byla poté porovnana a statisticky vyhodnocena.
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3.5.3. Hmotnost pIné nasatych klist’at

Pro zhodnoceni rozdild v mnozstvi nasaté krve, a tedy i vysledné hmotnosti
po nasati, byla jednotliva klistata po dosati vazena na analytickych vahach (Denver
Instrument, SI — 64A, Germany) a jejich vaha byla zaznamenana k pozdé&jSimu
porovnani a statistickému zhodnoceni. Nasaté larvy byly vazeny po 10-20 jedincich
a hmotnost byla vyjadfena jako primér na klisté. Kontrolni skupina zahrnovala
celkem 61 larev, 60 nymf a 6 dospélcll, skupina infikovanych pak 51 larev, 209 nymf
a 8 dospélcl.

3.6. Vliv infekce na prabéh zivotniho cyklu

Stejné jako v kapitole 3.5. byly i nasledujici parametry vyvojového cyklu klistat
porovnavany mezi skupinou infikovanou v suspenzi VKE (infekce jednotlivych klistat
nebyla testovana) a kontrolni skupinou. Skupina infikovanych v tomto pfipadé tedy
zahrnuje jedince qPCR pozitivni a qPCR negativni dle prevalence VKE v daném
stadiu klistéte.

3.6.1. Rychlost premény pIné nasatych larev a jejich prezivani

Nasaté larvy byly ponechany ve vySe popsanych podminkach chovu. Ve
stanovenych intervalech (30, 40, 60 a 100 dni od pIlného nasati) byl zjistén podil
zivych klistat (nasatych larev i pfevleCenych nymf) a pfevleCenych nymf z celkového
poctu dosatych klistat. Celkem bylo sledovano 51 larev ze skupiny infikovanych a 60
larev kontrolnich.

3.6.2. Rychlost premény pIné nasatych nymf

V tomto experimentu byla sledovana doba, za kterou se kontrolni a infikované
nymfy pfeménily v dospélce. Nymfy byly kontrolovany v intervalech 20, 30, 50, 70, 80
a 110 dnl od nasati. BE€hem kontroly byl vzdy zaznamenan pocet preménénych nymf.
Ziskana data (od 27 infikovanych a 10 kontrolnich jedinct) byla nasledné porovnana
a statisticky vyhodnocena.

3.6.3. Zastoupeni pohlavi

DalSim parametrem pro posouzeni rozdilu mezi infikovanymi a neinfikovanymi
jedinci bylo zaznamenani zastoupeni pohlavi po metamorféze u nymf. Sledovano
bylo 7 skupin nasatych nymf po dobu 110 dnl od dokon&eni sani. Ziskana data (od
90 jedincl ze skupiny infikovanych a 50 kontrolnich jedinct) byla nasledné porovnana
a statisticky vyhodnocena.

3.7.Vliv infekce na reprodukci klist'at

| v pfipadé experimentl tykajicich se reprodukce klistat byly parametry
porovnavany mezi skupinou klidtat infikovanych v suspenzi (infekce jednotlivych
klistat nebyla testovana) a kontrolni skupinou. Skupina infikovanych zde tedy
zahrnuje jedince gPCR pozitivni a gPCR negativni dle prevalence VKE.

3.7.1. Rychlost kladeni vaji¢ek

V ramci porovnani rozdild v pribé&hu reprodukéniho cyklu infikovanych
a neinfikovanych jedincl byla zaznamenana doba potfebna od plného nasati samice
po pocatek kladeni. Samice byly kontrolovany pfiblizné 2 krat tydné. Ziskana data (od
8 infikovanych a 5 kontrolnich jedincll) byla nasledné porovnana a statisticky
vyhodnocena.
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3.7.2. Rychlost lihnuti larev

DalSim kritériem pro porovnani reprodukénich schopnosti infikovanych
a neinfikovanych klistat bylo sledovani doby, za kterou se z vykladenych vaji¢ek
vylihly prvni larvy. Jednotlivé snliSky vaji¢ek byly kontrolovany pfiblizné 2 krat tydné.
Ziskana data (od 8 infikovanych a 5 kontrolnich) jedincl byla nasledné porovnana
a statisticky vyhodnocena.

3.8.Vliv infekce na fototaktickou aktivitu nymf a dospélcu

Pro tento experiment byla pouZita uzavifena aréna rozdélena pevnou
pruhlednou prepazkou na dvé poloviny, pficemz jedna polovina slouzila pro pokusy
s infikovanymi a druha s neinfikovanymi klistaty (Obr. 8). V aréné byla udrzovana
relativni vinkost pomoci navihéené molitanové podloZky v rozmezi 70-80 % a teplota
cca 25 °C. Nad prepazku arény byl instalovan zdroj svétla: 50 W, 420 Im, 4200 K.

Do arény byly umistény Petriho misky, které byly z poloviny zastinéné
neprisvitnou paskou. Druhé poloviny misek zUstaly vystaveny svétlu.

Obr. 8: Aréna pro fototaktické experimenty s klistaty (foto Eva Vyletova)

Do kazdé misky bylo umisténo max. 10 jedincl na pomezi svétla a stinu.
Klistata byla ponechana v téchto podminkach pfesné jednu hodinu, poté byl
zaznamenan pocet jedincl nachazejicich se na zastinéné a osvétlené poloviné.
Klistata ze skupiny infikovanych byla po provedeni experimentu testovana na
pfitomnost VKE pomoci RT-gPCR.

V tomto experimentu byla porovnavana nenasata qPCR pozitivni klistata
s klistaty kontrolnimi. Jedinci ze skupiny infikované v suspenzi VKE ale gPCR
negativni byli z experimentu vyfazeni. Celkem bylo na fototaxi otestovano
23 infekénich RT-gPCR pozitivnich nymf a 8 dospélcl, 56 kontrolnich nymf a
18 dospélc.
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3.9.Vliv infekce na pohybovou aktivitu nymf a dospélcu

Stejné jako u fototaktickych experimentl i v tomto pfipadé byla porovnavana
nenasata qPCR pozitivni kliStata s klistaty kontrolnimi. Vysledky ziskané s qPCR
negativnimi jedinci byly z experimentu vyfazeny.

V tomto experimentu byl zjiStovan rozdil v délce trasy, kterou infikovana nebo
neinfikovana klistata urazi béhem 30 minut. Pro sledovani a zaznamenani pohybu
bylo vyuzito automatizované videosledovani pomoci CCD kamery a softwaru
EthoVision (Noldus information technology, 1997).

Klistata byla jednotlivé umisténa do jamek 12 jamkového keramického
titracniho panelu (rozmér jamek: praimér 15 mm, hloubka 2 mm) (Obr. 9). Sledovani
byli vzdy ¢tyfi jedinci daného stadia najednou (2 z infekéni skupiny a 2 ze skupiny
kontrolni). Pfes panel byla pfetazena pfilnava prahledna folie pro zabranéni pohybu
klistat mimo jamku. Panel byl uloZzen do temperovaného boxu (teplota 21 °C) se
stacionarni kamerou (Obr. 10). Digitalné zaznamenana trasa byla nasledné
vyhodnocena ve formatu délky urazené trasy v daném 30 minutovém intervalu.

Celkem bylo takto otestovano 12 RT-gPCR pozitivnich nymf a 7 dospélc,
20 kontrolnich nymf a 6 dospélcu.

Obr. 9: Panel s nymfami pfipravenymi k videosledovani (foto Eva Vyletova)

Obr. 10: Stacionarni kamera CCD v temperovaném boxu - pod papirem vlozen panel
s klistaty (foto Eva Vyletova)
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3.10. Analyza dat

Data byla statisticky zpracovana pomoci programu GraphPad Prism 7 (verze
7.03) a Statistica 13 (verze 13.02), které byly pouzity spolu s MS Excel i pro vytvoieni
naslednych graf a tabulek. U dat s normalnim rozdélenim je stfedni hodnota
vyjadfena jako prumér a variabilita dat jako smérodatna odchylka (SD), u dat
s rozdélenim statisticky prikazné odchylnym od normalniho rozdéleni bylo pouzito
medianu a rozsahu hodnot. Byly pouzivany nasledujici statistické testy:

- Pearsonuv-Chi-kvadratovy test nebo Fisheriv exaktni test (v pfipadé nizkych
frekvenci) pro porovnani prevalenci

- Kolmogorov-Smirnovlv a Shapiro-Wilktv test pro testovani shody s normalnim
rozdélenim

- t-test pro data ktera nevykazovala statisticky vyznamnou odchylku od normalniho
rozdéleni (dvou-vybérovy pro 2 nezavislé skupiny dat, pfipadné parovy pro
porovnani paralelnich vzorkd v plakové titraci a RT-qPCR apod.); pro data
postradajici homogenitu varianci byla uplatnéna Welchova korekce

- neparameterické obdoby t-testu, pokud i po transformaci (log) byla distribuce dat
statisticky prikazné odliSna od normalni (Wilcoxondv parovy test, Mann-
Whitneyuyv test

- Mantel-Coxliv test a Gehan-Breslow-Wilcoxon(iv test pro porovnani kfivek
prezivani klistat ¢i rychlosti metamorfézy

Rozdily s p<0,05 byly povazovany za statisticky prikazné. V grafech jsou statisticky

vyznamné rozdily oznaceny symbolem * pro p<0,05.

4. Vysledky

4.1.Infikovani larev klistéte Ixodes ricinus

Larvy byly infikovany ve dvou nezavislych opakovanich a nasledné testovany
na pfitomnost viru jednak jako nenasaté 14 dni po infekci imerzi a dale také po nasati
pfiblizné po 3 tydnech po ukon€eni sani. U nenasatych larev dosahovala prevalence
viru KE priamérné (2 opakovani) 51,6 % (SD=110,17), u nasatych pak 75 %
(SD=%35,36), rozdily mezi opakovanimi pokusu nebyly statisticky prikazné. Mnozstvi
viru dosahovalo v medianu 3,5*10* (rozsah 46,7-6,5*10°) kopii/klisté u nasatych
larev, kde nebyl prikazny rozdil mezi opakovanymi infekcemi. U nenasatych klistat
byl vS8ak zaznamenan statisticky prikazny rozdil (p<0,01), kdy pfi prvni
experimentalni infekci bylo dosaZzeno vy3siho medianu poctu kopii genomu VKE
5,1*10% (rozsah 553-1,4*10°) oproti pokusu druhému 1,6*10% (rozsah 22-1,1*103).

Prevalence a mnozstvi viru po nasati infikovanych larev je shrnuto v ramci
nasledujici kapitoly (4.2).

4.1.1. Porovnani stanoveni mnozstvi viru pomoci plakové titrace a RT-
gPCR

Porovnanim prevalence VKE u nenasatych nymf paralelné testovanych RT-
gPCR (50 %) a plakovou titraci (45 %) nebyl mezi metodami zjiStén statisticky
prukazny rozdil. Vysledek se shodoval u 19 z 20 testovanych klistat, v jednom
pfipadé byl vzorek pozitivni v RT-gPCR, ale plakovou titraci nebyl virus zachycen.
Ten byl naopak zaznamenan pfi porovnani mnozstvi viru v klitatech zjisténém témito
dvéma metodami (p<0,01). Pocet kopii genomu VKE v RT-qPCR dosahl medianu
1,1*10* kopii/klisté (rozsah 1,1*10%- 4,6*10%), zatimco pocet plaki (odpovida pocétu
infek&nich virovych €astic) stanoveny pomoci plakové titrace dosahl medianu pouze
2,0*102 PFU/KIisté (rozsah 3,510 — 2,0*103).
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Pomoci plakové titrace byla prokazana existence zivych infek&nich virovych
Castic v infikovanych klistatech po pfeméné z larev na nymfy.

4.1.2. Vliv pfenosu v ramci ,,co-feedingu“ na prevalenci viru

Efektivita pfenosu viru v ramci ,co-feedingu“ klistat byla testovana nasazenim
oznaCenych nymf ze skupiny infikovanych do jednoho klobou¢ku s nymfami
kontrolnimi. Pokus byl proveden ve 2 opakovanich. V prvnim pokusu byly infikovany
4 z 10 puvodné neinfikovanych nymf (40 %), v opakovaném pokusu pak 2 z 10
(20 %), rozdily nebyly statisticky prikazné. V obou pfipadech vykazovala mys
pfiznaky typické pro infekci VKE. MnozZstvi viru u kliStat infikovanych v ramci ,co-
feedingu“ dosahovalo medianové hodnoty 1,1*10% kopii na kli$té (rozsah 35-5,2*10%).
V porovnani s mnozstvim viru u nasatych nymf infikovanych imerzni metodou nebyl
nalezen statisticky prukazny rozdil (1,3*10% 119-9,7*10%).

4.2.Prevalence a mnozstvi viru v klist'atech

4.2.1. Vliv sani klist'at na prevalenci a mnozstvi viru

Pro stanoveni vlivu sani na prevalenci a mnozstvi viru v klistéti byly pro kazdé
stadium porovnany vysledky ziskané RT-gPCR pro nenasata a nasata klistata
(Tab. 6, obr. 11 a 12). Zjisténé rozdily v prevalenci viru mezi nenasatymi a nasatymi
klistaty téhoz stadia nebyly statisticky prikazné. Stejné tomu bylo u porovnani
mnozstvi viru.

pozitivni/ | prevalence | pocet kopii genomu rozsah
testovani viru (%) VKE/klisté
larvy 14/26 53,9 1,2*10° 22,7 -1,4%10°
nenasaté
larvy 18/25 72,0 3,5%104 46,7 - 6,5*10°
nasaté
nymfy 37/82 45,1 2,0*104 32,3-1,1*10°
nenasaté
nymfy 15/25 60,0 1,3*10% 119 - 9,7*10*
nasaté
samice 7132 21,9 3,7*10* 933 - 1,9*10°
nenasaté
samci 12/34 35,3 6,1*10% 2,7*10%- 5,8*10°
nenasati
dospélci 19/66 28,8 4,6*10* 933 - 5,8*10°
nenasati

Tab. 6: Prevalence a mnozstvi viru KE u jednotlivych stadii klistat
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Obr. 11: Prevalence viru KE u jednotlivych stadii klistat I. ricinus
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Obr. 12: Mnozstvi viru KE u jednotlivych stadii klistat

Jednotlivé body oznaluji mnozstvi viru v klistatech, horizontalni Uuse¢ka median u dané kategorie
a chybové usecky rozsah, hvézdiCky oznaduji statisticky signifikatni rozdily p<0,05
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4.2.2. Porovnani prevalence a mnozstvi viru mezi vyvojovymi stadii

Zjisténeé rozdily v prevalenci mezi nenasatymi larvami a nymfami, stejné jako
mezi nasatymi larvami a nymfami (Tab. 6, obr. 11 a 12), nebyly statisticky prikazné.
Prikazny rozdil v prevalenci u na sebe navazujicich stadii byl zji§tén pouze
u nasatych nymf (60 %) a nenasatych dospélcu (28,8 %) (p<0,05). Zde byl prikazny
rozdil zaznamenan i v pfipadé porovnani mnozstvi viru (p<0,05), kde doslo
k mirnému narGstu pfi metamorféze nasatych nymf (1,3*10%) na dospélce (4,6*10%).
Dale byly statisticky vyznamné rozdily zaznamenany v porovnani mnozstvi viru
u nenasatych larev (1,2*10%) a nymf (2,0*10%) a nenasatych nymf (2,0*10%) a dospélct
(4,6*10%) (p<0,05).

4.2.3. Efektivita transovarialniho prenosu

Efektivita transovarialniho pfenosu byla testovana na snudsSkach samic
pochazejicich ze skupiny klistat infikovanych v suspenzi VKE. U dvou samic z této
skupiny doSlo nejen k uspé&Snému vykladeni ale také vylihnuti larev. Larvy byly
nasledné testovany pomoci RT-qPCR na pfitomnost VKE (ve smésnych vzorcich po
50 jedincich). Z kazdé samice bylo testovano po 1000 larev. Na pfitomnost RNA viru
byl pozitivné testovan jediny smeésny vzorek, minimalni proinfikovanost larev
pochazejicich z infikované samice dosahla tedy 0,001 %.

4.3.Vliv infekce na sani klist'at

Parametry vyvojového cyklu klidtat byly porovnavany mezi skupinou
infikovanou v suspenzi KE (infekce jednotlivych klistat nemohla byt testovana, aby
kliStata prezila) a kontrolni skupinou. Skupina infikovanych v tomto pfipadé tedy
zahrnuje jedince qPCR pozitivni a qPCR negativni s prevalenci VKE pfiblizné
odpovidajici vysledkum uvedenym v kapitole 4.2.

4.3.1. Rychlost prisati nymf a dospélcu

Infikované nymfy se statisticky prikazné pfisavaly pomaleji (v priméru za 6,1
h; SD=%6,753) nez nymfy kontrolni (v priméru za 3,5 h; SD=+2,245) (p<0,001).
Infikovani dospélci naopak potfebovali k pfisati na mys primérné kratSi dobu (10,9 h;
SD=+16,96) nez kontrolni dospélci (23,4 h; SD=+27,64). Tyto rozdily ovSem nebyly
statisticky prikazné.

4.3.2. Doba sani nymf a dospélcu

Doba sani u infikovanych a neinfikovanych nymf byla takika totozna, u obou
skupin dosahovala medianu 76 h. Minimalni a maximalni doba potfebna k plnému
nasati se u skupiny infikovanych nymf pohybovala mezi 72 a 152 h, u kontrolni
skupiny mezi 59 a 120 h. U dospélych samic se vSak projevil statisticky prikazny
rozdil (p<0,05), kontrolni samice se nasaly v priméru za kratSi dobu (183,6 h;
SD=16,986) nez samice infikované (202,5 h; SD=£15,53).

4.3.3. Hmotnost pIné nasatych klist'at

Porovnanim hmotnosti klisStat po nasati bylo zjisténo, ze primérna hmotnost
nasaté larvy Cinila 0,4059 mg (SD=%0,2293) pro skupinu infikovanych a 0,4067 mg
(SD=%0,2293) pro skupinu kontrolnich, rozdily nebyly statisticky prikazné. Kontrolni
nymfy nasaly statisticky prikazné (p<0,05) vét§i mnozstvi krve (median 4,6 mg;
rozsah 2,1-5,7 mg) oproti nymfam infikovanym (median 3,4 mg; rozsah 1,6-5,7 g). U
dospélch nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil, obé& skupiny (infikovanych
i neinfikovanych dospélct) dosahovaly po nasati v priméru podobné vahy. Infikované
samice vazily v priméru 343,2 mg (SD=%35,41), samice z kontrolni skupiny 317,3 mg
(SD=%44,7).
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Dale bylo statistickym porovnanim shledano, ze doba sani pozitivné
korelovala s hmotnosti nasatych nymf (Spearman r=0,2241; p<0,05). Korelace nebyla
statisticky prikazna pro samice.

4.4.Vliv infekce na pribéh zivotniho cyklu

Stejné jako v kapitole 4.3. byly i nasledujici parametry vyvojového cyklu klidtat
porovnavany mezi skupinou infikovanou v suspenzi KE (infekce jednotlivych klistat
nemohla byt testovana, aby klistata prezila) a kontrolni skupinou. Skupina
infikovanych v tomto pfipadé tedy zahrnuje jedince qPCR pozitivni a gPCR negativni
s prevalenci VKE pfiblizné odpovidajici vysledkim uvedenym v kap. 4.2.

4.4.1. Rychlost premény pIné nasatych larev jejich prezivani

Larvy dosahovaly stupné plného nasati cca tfeti az paty den (70-120 h).
Kontrolni klistata prezivala statisticky prukazné Iépe (p<0,001) nez kliStata ze
skupiny infikované VKE (Obr. 13).
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Obr. 13: Kfivka pfezivani nasatych larev klistéte I. ricinus

V jednotlivych bodech je uveden podil prezivSich klistat, chybové Usecky oznacuji 95% konfidenéni
interval.

Metamorféza zlarev na nymfy byla taktéz statisticky prukazné rychlejsi
u skupiny kontrolnich klistat nez u infikovanych (p<0,05;). Stfedni doba potfebna pro
metamorfézu dosahla u skupiny kontrolni 40 dnud, zatimco u skupiny infikované 60

dnd. Ve skupiné infikovanych uspésSné metamorfovalo 67,7 % nymf, zatimco ve
skupiné kontrolni 76,3 % (Obr. 14).
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Obr. 14: Pribéh metamorfézy u nasatych larev — porovnani skupiny infikované VKE
se skupinou kontrolni

V jednotlivych bodech je uveden podil metamorfovanych klistat, chybové uUseCky oznaluji 95%
konfidenéni interval.

4.4.2. Rychlost premény plné nasatych nymf

PIlné nasaté nymfy byly ponechany ve vySe popsanych podminkach chovu
a ve stanovenych intervalech byl zjistén podil pfevleCenych nymf a zastoupeni
pohlavi.

Béhem 110 dnu od dokoné&eni sani prodélalo u infikované skupiny pouze 92 %
klistat metamorfézu, zatimco u kontrolni skupiny doSlo k prevleCeni vSech dosatych
nymf. Rychlost pfeviékani byla i zde statisticky vyznamné vysSi u kontrolni nez
u infikované skupiny (p<0,001). Stfedni doba potfebna k metamorféze dosahla
u infikované skupiny 70 dni, zatimco u kontrolni 50 dni (Obr. 15)
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Obr. 15: Pribéh metamorfézy u nasatych nymf — porovnani skupiny infikované VKE
se skupinou kontrolni

V jednotlivych bodech je uveden podil metamorfovanych klistat, chybové usecky oznaluji 95%
konfidenéni interval.
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4.4.3. Zastoupeni pohlavi

Podil samic ve skupinach infikovanych kliStat dosahl pramérné hodnoty
51,9 % (SD=%15,9). U klistat kontrolnich bylo samic primérné 59,29 % (SD=+21,8).
Tento rozdil nebyl statisticky prikazny.

4.5_Vliv infekce na reprodukci klist’at

| v pfipadé experimentl tykajicich se reprodukce klistat byly parametry
porovnavany mezi skupinou infikovanou v suspenzi KE (infekce jednotlivych kliStat
nemohla byt testovana, aby kliStata pfeZila) a kontrolni skupinou. Skupina
infikovanych v tomto pfipadé tedy zahrnuje jedince gPCR pozitivni a gPCR negativni
s prevalenci VKE pfiblizné odpovidajici vysledkiim uvedenym v kapitole 4.2.

4.5.1. Rychlost kladeni vajicek

Rychlost kladeni vaji¢ek byla definovana jako doba potfebna od plného nasati
samic k vykladeni prvnich vaji¢ek. Primérna doba potfebna ke kladeni vajicek
u skupiny infikovanych klistat (18,75 dne, SD=+4,43) nebyla statisticky prukazné
odli§na od skupiny kontrolni (15,00 dne, SD=16,671).

4.5.2. Rychlost lihnuti larev

Rychlost lihnuti larev byla definovana jako doba potfebna od pocéatku kladeni
samic k vylihnuti prvnich larev. Primérna doba potfebna k lihnuti larev u skupiny
infikovanych klistat (34,13 dne, SD=+17,72) nebyla statisticky prikazné odliSna od
skupiny kontrolni (37,40 dne, SD=%9,84).

4.6.Vliv infekce na fototaktickou aktivitu nymf a dospéict

Pro pfipomenuti bych chtéla uvést, Ze v tomto experimentu byla porovnavana
nenasata klistata ze skupiny infikovanych v suspenzi VKE, ktera byla gPCR pozitivni,
s klistaty kontrolnimi. Vysledky jedincu ponofenych v suspenzi VKE, ktefi ale byli
nasledné qPCR negativni, byly z experimentu vyfazeny.

Preference osvétlené Ci zastinéné Casti misky nebyla statisticky prukazna
unymf ani u dospélci a to ani po parovém porovnani skupin z jednotlivych
experimentu. Po jedné hodiné pobytu klistat v Petriho misce byla u gPCR pozitivnich
nymf zaznamenana fototakticky pozitivni reakce v 61 % a u kontrolnich v 48 %.
U dospélct byl rozdil vy$si: 45 % u qPCR pozitivnich oproti 26 % u klistat kontrolnich.
Nicméné stale se nejednalo o rozdil statisticky prikazny.

Klistata obecné nepreferovala ani svétlo ani stin, jejich rozmisténi nebylo
statisticky prikazné odlisné od nahodného.

4.7.Vliv infekce na pohybovou aktivitu nymf a dospélct

| v poslednim popsaném experimentu byla porovnavana pouze qPCR pozitivni
nenasata klistata ze skupiny infikovanych v suspenzi VKE s klistaty kontrolnimi.
Vysledky jedinct ponofenych v suspenzi VKE, ktefi byli nasledné qPCR negativni,
byly z experimentu vyfazeny.

Infikované nymfy urazily béhem 30 minut experimentu delSi trasu nez nymfy
kontrolni, rozdil ovéem nebyl statisticky prukazny. Primérna trasa infikovanych
nymf Cinila 116,4 cm/30 min (SD=t46,52), zatimco kontrolni skupina usla
v priméru 90,7 cm/30 min (SD=149,95). U dospélcu tomu bylo naopak, kontrolni
skupina usla v priméru 65,2 cm (SD=150,58) a infikovana 48,6 cm (SD=+29,32).
Zaznamenany rozdil ani zde nebyl statisticky prikazny.
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5. Diskuze

Klisté 1. ricinus je vyznamnym vektorem velkého pocétu patogenu, v naSich
podminkach pfedevsim spirochet Lymeské borelidzy a viru KE (Jongejan a Uilenberg,
2004). Klistova encefalitida je zavazné onemocnéni, kterému jiz bylo vénovano
mnoho védeckych praci. Stale v8ak nejsou zodpovézeny vSechny otazky. Tato
diplomova prace je vénovana studiu vlivu VKE na samotna klistata. Kromé obecného
vyznamu - dopInéniinformaci k interakcim mezi vektorem a patogenem, ma toto téma
i prakticky dopad. Pokud by dochazelo u infikovanych klistat ke zmé&nam chovani &i
vyvojového cyklu, mohly by tyto zmény ovlinit i intenzitu cirkulace viru KE v pfirodé,
a tedy i riziko infekce Clovéka.

Infikovani kliStat a detekce viru KE v kliStatech

Pro navrzené experimenty bylo tfeba nakazit kliStata experimentalni cestou,
nebot’ pfi pouZiti klistat sebranych z pfirody bychom ziskali jen malo infekénich
jedincu (prevalence VKE se v Evropé pohybuje mezi 0,1 a 5 % (Lindquist a Vapalahti,
2008)). Dalsim duvodem k experimentalni infekci pro behavioralni a vyvojové
experimenty je fakt, Ze jsme chtéli pouzit co mozna nejhomogennéjsi skupinu klistat,
co do véku, doby uplynuté od posledniho sani, energetickych zasob a pravdépodobné
i slozeni mikrobiomu tak, aby se experimentalni a kontrolni skupina liSily pouze infekci
VKE.

PFfi vybéru vhodné metody infekce VKE jsme vyuZili poznatky ziskané
vypracovanim mé bakalarské prace s nazvem ,Porovnani radznych zplsobu infekce
klistat virem klistové encefalitidy“ (Vyletova, 2015). Existuje nékolik zplsobu infekce
klistat flaviviry, které mohou byt v laboratorni praxi pouzity. Jedna se o infekci sanim
na viremickém hostiteli (Rehadek, 1962), sousanim s infikovanymi klistaty (Slovak et
al., 2014), sanim z kapilary nebo pfes membranu (Bouwknegt et al., 2010), dale
inokulaci viru do haemocoelu (Labuda et al., 2006; Slovak et al., 2014) nebo
ponofenim klistat do suspenze viru (imerzni metoda) (Mitzel et al., 2007; Belova et
al., 2012; Vyletova, 2015). Kazda z uvedenych metod ma své vyhody a nevyhody,
mezi které fadime blizkost pfirozené infekci, nutnost pouziti Zivych zvifat, moznost
nakazy velkého poctu a rGznych stadii klistat, moznost kvantifikace infekéni davky
atd. Tyto faktory jsou samoziejmé relativni vzhledem ke konkrétnimu typu
experimentu, pro ktery jsou klistata infikovana.

Pro ucely této prace byla k infikovani klistat virem KE zvolena imerzni metoda
(adaptovana dle Mitzel et al.,, 2007), ktera spociva v ponofeni larev do virové
suspenze. Mezi zasadni vyhody tohoto zplsobu infekce patfi synchronni infekce
klistat, relativné vysoka ucinnost a blizkost pfirozenému zpusobu infekce.
Pfedpoklada se vstup viru alimentarni cestou. Virus je tak nasledné vystaven véem
pfekazkam jako pfi pfirozené infekci, na rozdil napfiklad od infekce inokulaci do
hemocoelu, ktera obchazi jak proces traveni, tak bariéru stfeva (Nuttall et al., 1994).
Metoda infekce klistat navic ovliviuje i transstadialni pfezivani viru (Slovak et al.,
2014). U vySe zminénych zplsobu infekce VKE je dosahovano prevalence 5-100 %.
Efektivita infekce je zavisla mimo jiné na vysi titru viru a na konkrétnim kmeni VKE
(Slovak et al., 2014; Vyletova, 2015). Z pfedchozich experimentl (Vyletova, 2015)
vyplyva, Ze pravé pouzity kmen Hypr ma vysokou efektivitu infekce imerzni metodou.

Vzhledem Kk citlivosti a rychlosti provedeni jsme pro zjiSténi prevalence
a mnozstvi viru KE v klistatech standardné pouzivali metodu jednokrokové RT-qPCR,
pomoci které jsme stanovovali pocet kopii genomu VKE. Metoda tedy neni schopna
rozliSit skutecné infekéni Castice od pouhych kopii RNA, &i Castic defektnich.
Infek&nost viru v experimentalné infikovanych klitatech a podil skuteéné infekénich
Castic z celkového poctu kopii genomu VKE jsme stanovili paralelni detekci VKE
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pomoci RT-qPCR a plakové titrace. Obé metody byly podobné citlivé v uréeni
prevalence v nenasatych nymfach (RT-qPCR 50 % prevalence; 10 z 20 vzorkd
a plakova titrace 45 %; 9 z 20). Ackoli nevime, zda divodem neshody vysledk( obou
metod u jednoho z klistat je obecné nizSi citlivost plakové titrace, i potencialni
kontaminace vzorku pro RT-gPCR (negativni kontrola izolace i beztemplatova
kontrola negativni) nebo skute&na nepfitomnost infekénich virion, miizeme zobecnit,
ze vétSina RT-qPCR pozitivnich klistat skute¢né obsahovala infekéni virus. Statisticky
prikazny rozdil byl vS8ak zaznamenan u mnozstvi viru v klistatech detekovaném
témito metodami. PocCet kopii genomu VKE v RT-qPCR dosahl medianu
1,1*10* kopii/klisté, zatimco pocet plakl stanoveny pomoci plakové titrace dosahl
medianu pouze 2,0*10? PFU/KIisté. Infekéni viriony tedy tvofi pfiblizné 1/50
z celkového poctu kopii genomu VKE v nenasatych nymfach infikovanych imerzni
metodou jako larvy.

Prevalence a mnozstvi viru KE v jednotlivych stadiich kliStat

Pfirozeny cyklus VKE v kliStatech zahrnuje kromé viremického pfenosu také
prfenos v ramci tzv. ,co-feedingu” (nakaza vznikajici pfi spoleéném sani klistat na
stejném hostiteli v tésné blizkosti u sebe) (Gritsun et al., 2003; Labuda et al., 1993b).
Tento fenomén je povazovan za vysoce ucinny mechanismus prenosu zajistujici
dlouhodobé preziti VKE v pfirodnich ohniscich (Labuda et al., 1993b; Randolph et al.,
1997). Efektivita ,,co-feedingového” pfenosu se pohybuje od 10 % az po 93 % procent
v zavislosti na druhu hostitele a kmenu VKE (Kazimirova et al., 2012; Labuda et al.,
1993b, 1993c, 1996; Slovak et al., 2014). Vliv ,co-feedingu” na prevalenci viru KE
jsme predpokladali i v naSich experimentech, proto jsme se ho pokusili kvantifikovat.
PFfi spoleéném sani s infikovanymi nymfami se nakazilo primérné 30 % nymf
neinfikovanych. To je nizSi efektivita pfenosu, nez v pfipadé experimentl Slovaka
a kolegli (60 %), ktery mél podobné uspofadani a byl pouzity stejny kmen viru.
Nicméné jako zdroj infekce byly pouzity dospélé samice (Slovak et al. 2014).
Domnivame se, ze efektivitu této cesty pfenosu maze ovlivhovat i stadium infek&nich
i infikovanych klistat.

Porovnanim prevalence a mnozstvi viru u raznych vyvojovych stadii klistat
pfed a po sani jsme dospéli k zajimavym vysledkim. V prvni fadé nase experimenty
potvrdily skuteCnost, Ze i u Kklistat infikovanych experimentalné dochazi
k transstadialnimu pfezivani viru KE v kliStatech (Benda, 1958a, 1958b; Slovak et al.,
2014). Dale jsme zjistili, Ze prevalence viru KE v pribéhu zivotniho cyklu fluktuuje. Po
kazdém sani jsme zaznamenali narlst prevalence, naopak pfeména do dal$iho
stadia méla pokazdé za nasledek jeji snizeni. Tyto vysledky jsou obecné v souladu
se studiemi publikovanymi dfive (Belova et al., 2012; Slovak et al., 2014).
Nejpravdépodobnéj$im duvodem zvySeni prevalence po sani klistat je pfenos viru
z klistat infikovanych na klistata dosud neinfikovana v ramci ,co-feedingu®. Zjisténé
rozdily v prevalenci u nenasatych a nasatych klistat pfiblizné odpovidaji stanovené
efektivité ,co-feedingového* pfenosu. Roli by zde mohl hrat také fakt, ze sani klistat
vyznamné podporuje replikaci viru (Belova et al., 2012; Slovak et al. 2014). Po nasati
tedy muze u nékterych klistat pfekroCit mnozstvi viru limit detekce pouZité metody.
Vzhledem ktomu, Ze vnaSem pfipadé nebyl nalezen statisticky priukazny
narlst mnozstvi viru u nasatych klistat oproti klistatdm nenasatym, zasadnim
pFispévkem je zfejmé& pfenos v ramci ,co-feedingu®.

Pokles v prevalenci byl zaznamenan po metamorféze larev i nymf, coz
potvrzuje hypotézu, ze proces metamorfézy spojeny se znacnou histolytickou
aktivitou negativné ovliviiuje transstadialni pfezivani viru (Nuttall a Labuda, 2003).
U klistat infikovanych v ramci ,co-feedingu® byla zaznamenana 14% uspésnost
pfezivani viru pfi metamorféze nasatych nymf na dospélce. V nasem pfipadé se
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jednalo o Uspésnost pfiblizné 50 %. Rozdil mize byt zplsoben napfiklad tim, Zze
v nasich experimentech byla ¢ast kliStat infikovana imerzni metodou jako larvy.
V pfipadé viru Powassan dosahovala mira transstadialniho pfezivani viru pfiblizné
10 % pro nasaté larvy a 54 % pro nasaté nymfy klistéte I. scapularis infikované sanim
na viremickém hostiteli (Costero a Grayson, 1996).

V pfipadé mnozstvi viru byl zaznamenan statisticky vyznamny narast vzdy
v porovnani nenasatych klistat jednoho stadia s nenasatymi klistaty stadia
nasledujiciho (larvy a nymfy, nymfy a dospélci). Domnivame se, ze mnozstvi viru
stoupa zaroven se zvétSujicim se télesnym objemem klidtéte a mnozstvim bunék,
které mohou byt infikovany.

Vliv infekce VKE na sani kliStat

Infikované nymfy se pfisavaly statisticky prikazné pozdéji, ale saly po stejnou
dobu jako nymfy kontrolni. Po dosati vS8ak dosahovaly prikazné nizSi hmotnosti.
Vypocet doby sani byl korigovan na €as pfisati, navic v porovnani s celkovou dobou
sani jsou hodinové rozdily zanedbatelné. Domnivame se tedy, Ze rozdil v hmotnosti
byl zpusoben nizsi rychlosti pfijimani krve u infikovanych nymf — kontrolni nymfy byly
schopné za stejnou dobu pfijmout vice krve.

Pozorované rozdily jsou nepfimo potvrzené vysledky ziskanymi u dospélcu,
kde kontrolni skupina klistat potfebovala statisticky vyznamné kratSi dobu k plnému
nasati. Zde vS8ak rozdil v dosahovanych hmotnostech nebyl statisticky prukazny.
Divodem muze byt nizSi prevalence VKE u dospélcly a tedy zahrnuti vétsSi Casti
fakticky VKE negativnich klidtat. V analogickém pokusu u klistat infikovanych
boreliemi nebyl pozorovan zadny statisticky prikazny efekt na rychlost pfisavani
(Huspekova, 2014).

Rozdilné pocty jedincl pfi sledovani rychlosti pfisati, dobé sani a hmotnosti
plné nasatych byly zpisobeny tim, Zze néktera klistata unikla pod klobou¢kem nasi
pozornosti nebo u nich nedoslo k uplnému nasati.

Vliv infekce VKE na pribéh zivotniho cyklu klistat

DalSimi experimenty jsme chtéli zjistit mozny vliv infekce VKE na prabéh
metamorfézy klistat. Obecné dochazelo u infikovanych klidtat (nasatych larev a nymf)
k pomalejSi metamorféze, ktera méla i nizsi uspésnost. U infikovanych klistat I. ricinus
v dfive publikovanych studiich bylo pozorovano naopak zrychleni metamorfozy,
ovSem v zavislosti na sezénnich biorytmech klistat a diapauze (Korotkow et al., 2006;
Korotkow a Burenkova, 2006; Herrmann et al., 2013). Vliv sezény nebyl v ramci nasi
studie zohlednén, takze je mozné, ze pokud bychom experimenty nacasovali do
jiného obdobi, dostali bychom jiné vysledky. Prestoze jsou kliStata chovana za
standardizovanych svételnych a teplotnich podminek, urcita mira sezénnich zmén se
Vv jejich chovani projevuje (zmény v ochoté pfisat se na hostitele, dosat se do stavu
plného nasati apod.).

U infikovanych nasatych larev byla porozorovana i vy§Si mortalita v porovnani
s kontrolnimi klistaty. V dosud publikovanych studiich byl popisovan spiSe pozitivni
vliv sledovanych mikroorganizm( na pfezivani v neoptimalnich podminkach jako
snizena relativni vihkost (Herrmann et al., 2013) &i rezistenci k repelentim (Belova et
al., 2012). V pfipadé infekce spirochetami lymeské boreliézy byl ovSem prokazan
pozitivni vliv borelii na pfezivani jen do urcitého hrani¢niho mnozZstvi spirochét. Po
prekroCeni této hranice byl naopak negativni (Herrmann a Gern, 2010). Je mozné, ze
v pfipadé infekce imerzni metodou dochazi k infekci vy§§im mnozstvim viru, nez je
v pfirodé bézné. Minimalné v pfipadé Caste¢né nasatych klistat odebranych z lidi je
ovdem prumérné mnozstvi viru na Kklité spiSe vy38i nez v naSich vysledcich
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(Gaumann et al.,, 2010; Lindblom et al.,, 2014). VySe uvedenou hypotézu tedy
v pripadé VKE povaZujeme spiSe za nepravdépodobnou.

Pomér pohlavi se jevil jako dalSi epidemiologicky parametr. Jelikoz u dospélct
klistéte I. ricinus saji krev jen samice (Suss, 2003), mohl by posun poméru pohlavi ve
prospéch samic mit pozitivni dopad na cirkulaci viru v pfirodé. Lépe by se mohl
uplatnit i transovarialni pfenos. Vliv infekce VKE na pomér mezi pohlavimi vSak nebyl
v této diplomové praci prokazan. Obdobné tomu bylo v pfipadé dalSich parametra
vyvojového cyklu klistéte spojenych s reprodukci. Nebyly zjistény rozdily mezi
infikovanou a kontrolni skupinou ani v dobé& potfebné ke snisce ani lihnuti larev.
Naopak byl potvrzen transovarialni pfenos a jeho pomérné nizka frekvence
(Danielova a Holubova, 1991). Z infikované snusky bylo pozitivnich pouze 0,001 %
larev. V kombinaci stim, Ze maximalné 20 % infikovanych samic (Burgdorfer
aVarma, 1967) vubec pfenese virus na potomstvo je celkovy pfispévek
transovarialniho pfenosu opravdu mizivy, nicméné ne nulovy. Vezmeme-li v potaz, ze
larvy z jedné sniSky mohou nasledné sat na jednom hostiteli, kde se uplatni pfenos
v ramci ,co-feedingu®, mdze mit tento mechanizmus zasadni vliv na pfezivani viru
v malo aktivnich ohniscich (Danielova et al., 2002; Nuttall a Labuda, 2003)

Vliv infekce VKE na fototaktickou aktivitu

Jak jiz bylo nékolikrat zminéno, kliStata jsou velmi citlivd na nevyhovujici
podminky prostfedi, zejména na nizkou uroven vihkosti ve spojeni s vysokymi
teplotami (Daniel, 2007; Randolph, 2004; Gray et al., 2016). Svétlo je zfejmé jednim
z dulezitych regulatortl aktivity klistéte (Perret et al., 2003). Pokud by infekce VKE
néjakym zpusobem fototaktické preference klistat ménila, mohla by napfiklad
prodlouzit dobu, po kterou je schopno aktivhé Cihat na hostitele a zvySit tak
pravdépodobnost jeho nalezeni. U klistat infikovanych boreliemi bylo takovéto
ovlivnéni fototaktické aktivity prokazano u nymf, u dospélct nebyl rozdil statisticky
prikazny (Lefcort a Durden, 1996; Huspekova, 2014). Proto jsme se rozhodli vyuzit
jiz zkonstruovanou arénu (Huspekova, 2014) a =zopakovat pokus s klistaty
infikovanymi VKE. Vysledky experimentt vSak vliv infekce KE na fototaxi klistat
neprokazaly. Po aklimatizaci se klistata infikovana VKE zdrzovala na osvétlené di
zastinéné plose v pruméru podobné jako klistata neinfikovana a ani jedna ze skupin
nepreferovala osvétlenou, i zastinénou ¢ast arény.

Vliv infekce VKE na pohybovou aktivitu

Posledni experiment byl zaméfen na rozdily v pohybové aktivité klistat
infikovanych a neinfikovanych VKE. Podle nékterych studii infekce VKE aktivitu klistat
pfi vyhledavani hostitele na rozdil od infekce boreliemi zvySuje (Alekseev et al., 1988;
Lefcort a Durden, 1996; Alekseev et al., 2000; Belova et al., 2012; Romashchenko et
al., 2012; Huspekova, 2014). VysS§i aktivita klistat by mohla pfispét k vétsi uspésnosti
pfi vyhledavani hostitele a tim i k efektivnéj§imu pfenosu patogenu. Dfive
publikované studie sledovaly pohyb kliStat smérem k atraktantu. Bohuzel nam se
nepodaifilo tyto pokusy napodobit, jelikoz klistata nejevila snahu o pohyb smérem
k atraktantu, ani snahu o Splhani po pfipravenych tyCkach simulujicich vegetaci. Nas
experiment byl koncipovan jako sledovani délky trasy zdolané kliStaty za urCeny
Casovy Usek bez jakékoliv stimulace. Nase vysledky hypotézu zvySené aktivity
infikovanych klistat nepotvrdily. Infikované nymfy sice urazily v priméru delSi trasu
nez nymfy neinfikované, tento rozdil vSak nebyl statisticky prikazny. Z dospélci byli
dokonce kontrolni jedinci aktivnéjSi, ackoli ani zde ne statisticky prikazné. Odlisné
vysledky by mohly byt zpisobeny absenci atraktantu. Dale by mél byt bran zfetel na
to, zda byla kliStata v dob& pokusu hladova ¢i nikoliv. My jsme v experimentech
pouzili klistata vzdy nejdfive 30 dni po pfeméné, coz jsme povazovali pro ochotu
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klistat vyhledavat hostitele za dostacujici. DalSim faktorem ovliviiujicim pohyb by
mohla byt sezénni fluktuace aktivity klistat. Vliv téchto faktord byl vSak minimalizovan
pfimym porovnavanim infikovanych a kontrolnich skupin klistat ze stejné kohorty.

Pocty dospélcl pouzitych v behavioralnich experimentech nebyly z pohledu
statistického zhodnoceni zcela optimalni. Byly planovany pokusy jesté s jednou
skupinou dospélcl, u kterych ale, zfejmé vlivem sezénnich zmén, nedoslo zatim
k pteméné z nymf. Také jsme nechtéli navySovat spotfebu mysi nad anosnou miru
a béhem experimentt jsme nemohli ménit model nasavani klistat.

Jednou z puavodnich inspiraci k testovani behavioralnich zmén u klistat
infikovanych VKE byl fakt, Ze u Caste€né nasatych klistat odebranych z lidi byla
opakované zjisténa vyznamné vysSi prevalence nez u hladovych klistat volné
v pfirodé (Mel’'nikova et al., 1997; Suss et al., 2006; Belova et al., 2012; Lindblom et
al., 2014). Dosud provedené behavioralni analyzy naznacovaly, Ze infekce VKE
muze ovlivnit chovani klistat tak, ze zvySi svoji aktivitu pfi vyhledavani hostitele. Tim
by virus KE zvySoval své Sance k pfenosu a teoreticky i k napadeni ¢lovéka.
Alternativnim vysvétlenim je pomnozeni viru po nasati krve, které ma za nasledek
prekroCeni limitu detekénich metod, a tedy zdanlivé zvySeni prevalence. Na druhou
stranu u nasatych klistat odebranych z pfirozenych hostitell tak vysoky rozdil v
prevalenci zaznamenan nebyl (Pintér et al., 2013), coZz odporuje obéma zminénym
hypotézam. Domnivame se, ze divod by mohl mit spojitost s existenci populacni
genetické variability klistat vazané na hostitele (Kempf et al., 2011). Tedy, ze ¢lovék
je Castéji infestovan klidtaty, ktera jsou vazana na rezervoarového hostitele VKE.
Nicméné se zatim jedna o pouhou spekulaci.
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6. Zaver

Cilem prace bylo nejprve infikovat klistata virem KE a nasledné urcit
prevalenci a mnozstvi viru KE v infikovanych kliStatech. Dale byla prace zaméfena
na sledovani odchylek v chovani nebo vyvoji infikovanych klistat.

¢ Imerzni metodou se podafilo infikovat larvy I. ricinus s dostateCnou prevalenci pro
navrzené experimenty.

o Byly zjistény rozdily v prevalenci i mnozstvi viru v jednotlivych stadiich klistéte.
Kazdé sani prevalenci VKE v klistatech zvySilo, kazda pfeména méla naopak za
nasledek jeji snizeni. V pfipadé mnozstvi viru byl zaznamenan statisticky
vyznamny narlst vzdy v porovnani nenasatych klistat jednoho stadia
s nenasatymi kliStaty stadia nasledujiciho (larvy a nymfy, nymfy a dospélci).

« Porovnanim rlznych parametri chovani a vyvoje klistat I. ricinus infikovanych
a neinfikovanych VKE byly zjistény tyto skute¢nosti:

o Infekce virem KE ovliviiuje dobu, za kterou jsou nymfy schopné se pfisat na
svého hostitele. Infikované nymfy se pfisaly za deldi &asové obdobi
v porovnani s nymfami neinfikovanymi. U dospélct se rozdil v dobé pfisati
neprojevil.

o Rozdil v hmotnosti byl zaznamenan pouze v pfipadé nymf, infikované nymfy
nasaly mensi mnozstvi hostitelské krve nez neinfikované, pficemz délka sani
u nich zUstala nezménéna. Infikovani dospélci potfebovali k plnému nasati
delSi dobu nez kontrolni.

o Infekce virem KE negativné ovlivnila rychlost a uspésSnost pfemény larev
i nymf a délku pfezivani nasatych larev a nenasatych nymf.

o Vliv infekce VKE se neprojevii na poméru pohlavi ani sledovanych
reproduk¢énich schopnostech klistat.

o Aktivita klistat nebyla infekci VKE nijak ovlivnéna.

o Infekce VKE nezpUsobila u klistat zménu v jejich preferenci osvétlenych &i
neosvétlenych stanovist.

Ackoliv tato prace nepotvrdila vyznamny vliv VKE na chovani kliStat a jejich
vyvojovy cyklus, pfinesla zajimavé poznatky z oblasti dynamiky mnozeni a prezivani
viru v pribéhu zZivotniho cyklu a parametrd alternativnich zpusobu pfenosu jako je
pfenos v ramci ,co-feedingu” a transovarialni pfenos. Znalost téchto parametrt je
zasadni napfiklad pro formulaci epidemiologickych modell cirkulace VKE.
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