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Anotace 

Cílem bakalářské práce bylo porovnat různé metody experimentální infekce 

klíšťat Ixodes ricinus virem klíšťové encefalitidy. K infekci imerzní metodou byl použit 

méně virulentní kmen viru Neudoerfl s výsledkem 5 % infikovaných klíšťat a virulentní 

kmen Hypr – 60 % infikovaných klíšťat. Sáním suspenze viru Neudoerfl z kapiláry se 

infikovalo 75 % klíšťat, infekce sáním na viremických myších byla neúspěšná. V práci 

je diskutována vhodnost použití testovaných metod k experimentální infekci 

jednotlivých vývojových stadií klíšťat. 

Klíčová slova: Klíště obecné Ixodes ricinus, virus klíšťové encefalitidy, 

experimentální infekce 

 

Annotation 

The aim of the bachelor thesis was to compare various methods of Ixodes 

ricinus tick infection with the tick-borne encephalitis virus. For infection by immersion 

method, less virulent TBE virus strain Neudoerfl was used resulting in 5 % of infected 

ticks. Using more virulent strain Hypr provided 60 % of infected ticks. 75 % of ticks 

became infected with the Neudoerfl virus by capillary feeding. Infection of ticks by 

feeding on viraemic mice was unsuccessful. Applicability of tested methods for 

infection of tick life stages is discussed.  

Key words: Castor bean tick Ixodes ricinus, tick-borne encephalitis virus, 

experimental infection 
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1 Úvod 

 

Virus klíšťové encefalitidy (dále KE) je rozšířen hlavně ve střední a východní 

Evropě, Rusku a Dálném Východě. V našich podmínkách je tento flavivirus původcem 

jedné z nejzávažnějších infekcí centrálního nervového systému člověka. 

Hlavním přenašečem viru KE evropského typu je obligátní hematofágní parazit 

- klíště obecné Ixodes ricinus. V přírodních ohniscích nákazy je virus KE udržován 

cirkulací mezi klíšťaty, drobnými hlodavci a hmyzožravci. Výskyt viru KE tedy úzce 

souvisí s jejich biologií a ekologií.  

Nákazou virem KE mohou být postiženi mimo již uvedených typických 

rezervoárových hostitelů též náhodní hostitelé. Kromě člověka se mohou stát 

náhodnými hostiteli též další savci a ptáci, mimo jiné domestikovaná nebo cizokrajná 

zvířata chovaná v oblastech výskytu KE.  

Klíšťová encefalitida je bezesporu velmi závažné onemocnění, kterému již bylo 

věnováno mnoho vědeckých prací. Stále však nejsou zodpovězeny všechny otázky, 

například v oblasti přenosu tohoto patogena a chování klíšťat nakažených KE. 

V Evropě se v přírodě pohybuje prevalence viru KE u klíšťat mezi 0,1 a 5% 

(Lindquist a Vapalahti, 2008).  Při výzkumu KE je někdy potřebné nakazit klíšťata 

v laboratorních podmínkách a dosáhnout mnohem vyšší prevalence viru. K tomu by 

měla přispět i moje práce, která si klade za cíl vyzkoušet několik metod nakažení 

klíšťat virem KE a následně porovnat jejich efektivitu. Závěry mé práce mohou pomoci 

při výběru vhodné metody s ohledem na konkrétní výzkum laboratoře zabývající se 

nákazou virem KE. 

Cíle práce: 

 porovnat různé metody infekce klíšťat Ixodes ricinus virem KE, konkrétně 

infekci klíšťat virem imerzní metodou, sáním virové suspenze z kapiláry a 

sáním klíšťat na viremických myších 

 detekovat virus KE v klíšťatech plakovou metodou  
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2 Přehled literatury 

 

2.1 Klíšťata čeledi Ixodidae 

 

Čeleď Ixodidae (klíšťatovití) řadíme do kmene Arthropoda (členovci), třídy 

Chelicerata (klepítkatci), řádu Acarina (roztoči) a podřádu Metastigmata (Ixodida). 

Tato čeleď zahrnuje rody Amblyomma, Boophilus, Dermacentor, Haemaphysalis, 

Hyalomma, Ixodes a Rhipicephalus (Jongejan a Uilenberg, 2004).  

Typickým znakem této čeledi je tvrdý štítek (scutum) na hřbetní straně 

dospělců. U samců kryje téměř celé tělo, zatímco u samic pouze jednu třetinu, což 

jim při sání umožňuje několikanásobně zvětšit svůj objem. U roztočů obecně 

rozlišujeme přední  - ústní část (gnathosoma) a zadní část (idiosoma). Gnathosoma 

klíšťat je vybavena typickým ústním ústrojím s chelicerami, palpami a nápadným 

hypostomem, pomocí něhož se klíště udržuje během sání v kůži hostitele. Elastická 

idiosoma nese nohy a popřípadě i oči (pokud jsou přítomny). Za posledním, čtvrtým 

párem nohou se nachází vyústění vzdušnic (stigmaty). Larvy klíšťat mají 3 páry 

končetin, zatímco nymfy a dospělci mají 4 páry končetin (Volf a Horák, 2007). 

Trávicí soustava je vakovitého typu s množstvím postranních výběžků. Trávení 

probíhá převážně intracelulárně, což je výhodné pro řadu mikroorganismů, včetně 

přenášených patogenů. Vnitřní prostředí střeva roztočů je při tomto způsobu trávení 

poměrně chudé na proteázy a další trávicí enzymy, které by mohly mikroorganismy 

poškodit. Anální otvor ústí v zadní části idiosomy, pohlavní otvor se naopak nachází 

v její přední části (na břišní straně) (Volf a Horák, 2007). 

Hladová klíšťata většinou číhají na svého hostitele na vegetaci. Přítomnost 

hostitele zjišťují prostřednictvím Hallerova orgánu umístěného na prvním páru 

končetin. Tento orgán je citlivý na teplo, CO2 a další chemické sloučeniny. Při kontaktu 

s hostitelem se klíšťata nepřisají ihned, ale pomocí senzorických orgánů umístěných 

zejména na palpách si vyhledají nejvhodnější místo k přisátí. Sání trvá obvykle 4 – 8 

dní. Některé druhy klíšťat vylučují zvláštní bílkovinnou hmotu zvanou „cement‘‘, čímž 

posilují ukotvení hypostomu v tkáni hostitele (Volf a Horák, 2007). 

Ixodidae mohou být jedno, dvou nebo tříhostitelské druhy v závislosti na počtu 

hostitelských zvířat na kterých sají jednotlivá vývojová stadia. Larvy a nymfy se jednou 

úplně nasají a pak se převlékají. Jednohostitelské druhy se převlékají dvakrát na 

jednom hostiteli, z larvy na nymfu a z nymfy na dospělce. Dvouhostitelská klíšťata se 
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nasají a přemění z larvy na nymfu na jednom hostiteli. Nasátá nymfa odpadne a 

převléká se mimo hostitele. Dospělec musí najít druhého hostitele, který může, ale 

nemusí být stejného druhu jako první. Tříhostitelská klíšťata se nepřevlékají na 

hostiteli. Nasátá larva odpadne, přemění se na nymfu, která musí najít druhého 

hostitele. Po nasátí na druhém hostiteli se přemění na dospělce, který saje na třetím 

hostiteli. Dospělci se páří na hostiteli. Samice po nasátí odpadne, naklade velkou 

snůšku vajíček a umírá (Jongjejan a Uilenberg, 2004). 

Kromě čeledi Ixodidae zahrnujeme do podřádu Metastigmata ještě čeleď 

Argasidae (klíšťákovití). Tato čeleď se od Ixodidae odlišuje především absencí 

tvrdého hřbetního štítku, četností a délkou sání na hostiteli nebo počtem nymfálních 

stadií (Volf a Horák, 2007). 

 

2.2 Klíšťata rodu Ixodes 

 

Ixodes je nejpočetnější rod tvrdých klíšťat s 241 druhy. Jsou charakteristická 

zakřivením anální drážky směrem k análnímu otvoru, štítkem postrádajícím výzdobu 

a absencí očí. Mají tříhostitelský životní cyklus. Mezi nejvýznamnější druhy v Evropě 

a Asii patří I. ricinus a I. persulcatus, zatímco I. scapularis je nejběžnějším druhem 

v Severní Americe. Široká škála různých hostitelů I. ricinus a I. persulcatus z nich činí 

významné vektory velkého počtu patogenů (Jongejan a Uilenberg, 2004). 

Na většině našeho území se setkáváme nejčastěji s klíštětem obecným (Ixodes 

ricinus – Linnaeus, 1758) (Volf a Horák, 2007) (Obr. 1). Průměrná doba trvání 

vývojového cyklu I. ricinus ve střední Evropě je dva roky, avšak při nepříznivých 

podmínkách kterékoli fáze vývoje může trvat déle. Dospělá nenasátá samička má 

velikost 3-4 mm, zatímco sameček jen 2,5 mm (Heinz 2007). Optimální podmínky pro 

aktivitu klíšťat I. ricinus jsou při teplotě 18–25°C a vlhkosti mezi 86 a 96 %. Tomu 

odpovídá sezónní aktivita klíšťat s maximem květen - červen a srpen - září (Daniel, 

2007). 
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Obr. 1: Acarina, Ixodida, Ixodidae, Ixodes ricinus (klíště obecné) 

A – dospělý samec, B – dospělá samice (nenasátá), C – dospělá samice (nasátá), GN – gnathosoma, 

SC – scutum (štítek), ID – idiosoma (Volf a Horák, 2007). 

 

2.3 Virus klíšťové encefalitidy - charakteristika, zástupci 

 

Virus klíšťové encefalitidy řadíme do rodu Flavivirus a čeledi Flaviviridae (Mandl 

a kol., 1997). V rámci rodu patří virus KE do skupiny savčích flavivirů přenášených 

klíšťaty, společně s dalšími významnými lidskými patogeny, například virem Louping 

ill, Langat, Powasan, Omské hemoragické horečky (Gritsun a kol., 2003). 

Taxonomicky je virus KE členěn na tři subtypy (Ecker a kol., 1999): 

 Subtyp 1 – evropský, prototypový kmen Neudoerfl, hlavní vektor I. ricinus 

 Subtyp 2 – dálnovýchodní, prototypový kmen Sofjin, hlavní vektor I. 

persulcatus 

 Subtyp 3 – sibiřský, prototypové kmeny Vasilchenko a Zausaev, hlavní 

vektor I. persulcatus 

Virové částice (viriony) tohoto viru mají kulovitý tvar o průměru 50 – 60 nm. Jsou 

tvořeny ikozaedrální nukleokapsidou obklopenou fosfolipidovou membránou. Genom 

viru KE sestává z  jednovláknové RNA pozitivní polarity uložené v kapsidě, která je 

složena z kapsidového proteinu C. Fosfolipidový obal obsahuje dva virem kódované 

proteiny, obalový glykoprotein E a membránový protein M (Mansfield a kol., 2009). 

Protein E zprostředkovává splynutí virové a buněčné membrány interakcí 

s buněčnými receptory. V savčích hostitelích též vyvolává tvorbu virus-

neutralizačních protilátek, které mají důležitou roli v protivirové imunitní odpovědi 
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(Heinz a kol., 2000). Membránový protein M, který se vyskytuje jen na zralých 

extracelulárních virionech, vzniká štěpením prekurzoru prM (Rajčáni a Čiampor, 

2006). 

Díky fosfolipidové membráně může být virus rychle inaktivován pomocí 

organických rozpouštědel a detergentů (Russell a kol., 1980).  

Optimální pH pro infekčnost viru je 8,4-8,8 (Karabatsos, 1980), jistou míru 

infekčnosti si však zachovává v širším rozmezí pH od 1,42 do 9,19 (Pogodina, 1958). 

Přestože v kyselém pH dochází u E proteinu ke specifickým změnám snižujícím 

infekčnost, viriony zůstávají infekční ve zkyslém mléce nebo v žaludečních šťávách. 

Tato skutečnost vysvětluje, že se virus KE může přenášet alimentární cestou (Gritsun 

a kol., 2003). 

Virus KE lze spolehlivě inaktivovat pasterizací při 72°C (Grešíková a kol., 1960). 

Při velmi nízkých teplotách však virus zůstává infekční téměř neomezeně (Gould 

1995). Totéž platí i pro virus KE uchovaný v lyofilizované formě při pokojové teplotě. 

Ve formě aerosolu jsou flaviviry stabilní při pokojové teplotě a vlhkosti 23–80 % po 

dobu alespoň 6 hodin (Karabatsos, 1980). Naopak inaktivovány jsou kromě 

pasterizace též UV zářením, gamma zářením a dezinfekčními prostředky (Gritsun a 

kol., 2003). 

 

2.4 Klíšťová encefalitida 

 

2.4.1 Geografické rozšíření 

 

Klíšťová encefalitida je endemická pro střední a východní Evropu, Rusko a 

Dálný Východ (Dumpis a kol., 1999). Hlášené případy onemocnění KE u lidí ve světě, 

kterých je ročně více než 10 000 (Kunz a Heinz, 2003), jsou geograficky úzce vázány 

na oblasti rozšíření klíšťat (Obr. 2).  
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Obr. 2: Geografické rozšíření Ixodes spp (Lindquist a Vapalahti, 2008 – upraveno) 

Modrá barva znázorňuje výskyt I. ricinus v západních oblastech a šedá výskyt I. persulcatus ve 

východních oblastech. Rozšíření těchto dvou vektorů se překrývá v oblasti vyznačené zelenou barvou. 

Tečkovaná čára značí hranice endemické oblasti KE. 

V Evropě bylo v letech 1991–2010 ročně podchyceno průměrně 2 923 

onemocnění KE (Kunze a kol., 2012). Na území České republiky bylo mezi lety 1965 

a 1992 zaznamenáno 8 690 případů onemocnění KE (roční průměr 310). V letech 

1993-2006 bylo zaregistrováno 8 674 případů, roční průměr se tedy zvýšil na 620 

(Daniel a kol., 2008). 

 

2.4.2 Přenos viru 

 

Všechna stadia klíšťat se mohou nakazit virem KE při sání na infikovaném 

hostiteli, který právě prodělává virémii. Poté se virus mezi klíšťaty přenáší 

transstadiálně, transovariálně a kopulací (Dumpis a kol., 1999). Další možností 

nákazy dosud neinfikovaných klíšťat je tzv. sousání (angl. „co-feeding“). Sousání je 

neviremický přenos nákazy z infikovaného na neinfikované klíště při společném sání 

na stejném hostiteli, u kterého nemusí být detekovatelná viremie (Labuda a kol., 

1993a; Gritsun a kol., 2003). 

V přírodních ohniscích nákazy jsou hlavními hostiteli a rezervoáry viru KE 

drobní hlodavci (Dumpis a kol., 1999). Další zvířata, například ptáci, vysoká zvěř a 

skot, mohou být virem také infikována. Pro přenos viru KE v přírodě však mají menší 

význam. Člověk je pouze náhodným hostitelem a nesehrává žádnou roli v cirkulaci 

viru v přírodě (Gritsun a kol., 2003). 
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Člověk se nejčastěji infikuje virem KE při sání infikovaného klíštěte. Další 

možností, i když méně častou, je přenos viru alimentární cestou po požití 

nepasterizovaného mléka či mléčných výrobků od infikovaných zvířat (nejčastěji koz 

a ovcí). Byly popsány i vzácné případy nákazy inhalační cestou v laboratoři nebo 

prostřednictvím krevní transfuze (Süss 2003; Hubálek a Rudolf, 2007; Kříž a kol., 

2009). 

 

2.4.3 Projevy nákazy 

 

Průběh onemocnění KE je ovlivněn řadou faktorů. Velké rozdíly můžeme 

pozorovat u jednotlivých subtypů viru KE. Infekce evropským subtypem se vyznačuje 

dvoufázovým průběhem s méně častými trvalými následky a s úmrtností 1–2 %. U 

dálnovýchodního subtypu dochází k jednofázovému průběhu se vzácným výskytem 

trvalých následků, zato však s mnohem vyšší úmrtností 5–60 %. Průběh infekce 

sibiřským subtypem bývá částečně dvoufázový s častými trvalými následky a se 

sklonem k chronicitě. Úmrtnost se zde pohybuje mezi 1–3 %. (Gritsun a kol., 2003; 

Charrel a kol., 2004; Günther a Haglund, 2005) 

Dále může být průběh KE ovlivněn dávkou viru KE, jež se dostala do organismu, 

věkem, pohlavím, stavem imunity a genotypem hostitele (Růžek 2015a). 

Dvoufázový průběh evropského typu onemocnění bývá pozorován u 70 % 

nemocných. Po uplynutí inkubační doby, obvykle po 7-14 dnech, přichází první fáze 

KE. Ta se vyznačuje nespecifickými příznaky podobnými chřipce (horečka, bolest 

hlavy a svalů, nevolnost). Po zhruba týdenním období bez příznaků může nastat 

druhá fáze, kdy se objevuje silná bolest hlavy, horečka a různé formy meningitid 

(meningitis, meningoencefalitis, meningoecefalomyelitis nebo 

meningoencefalomyeloradiculitis). Tyto se projevují nervovými příznaky, jako 

například světloplachost, dezorientace, změny nálad, svalový třes, paralýza 

kraniálních nervů a dýchacích svalů a paréza končetin (Kaiser 1999; Lindquist a 

Vapalahti 2008). Po prodělaném onemocnění KE přetrvávají přibližně u 26-50 % 

pacientů dlouhodobé neurologické následky, u 10% z nich jsou tyto následky vážné 

(Banzhoff a kol., 2008). 

Podobný průběh jako u člověka bývá v případě rozvoje onemocnění sledován 

též u psů. Další živočišný druh vnímavý k infekci je kůň, ačkoliv onemocnění probíhá 

ve většině případů asymptomaticky. U přežvýkavců probíhá infekce KE 

asymptomaticky a nepředstavuje tak zdravotní problém pro samotného nakaženého 
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hostitele. Riziko nákazy však ohrožuje člověka v roli konzumenta mléka a mléčných 

produktů infikovaného zvířete (Salát 2015) 

 

2.4.4 Prevence a léčba  

 

Přes dlouhodobě probíhající výzkumy v této oblasti ještě nebyl vynalezen 

účinný lék na infekci virem KE. Léčba spočívá pouze v potlačování příznaků. U méně 

závažných forem onemocnění je možné podávat pacientům pro zmírnění příznaků 

paracetamol, aspirin, nebo jiné nesteroidní protizánětlivé léky. U těžkých případů je 

možné podání kortikoidů (Dumpis a kol., 1999). 

Jedinou možností ochrany proti KE tedy zůstává prevence. Riziko nákazy může 

být sníženo obecnými preventivními opařeními, jako je například nošení vhodného 

oblečení, používání repelentů a prohlídka těla po návratu z míst s výskytem klíšťat. 

Nejúčinnějším preventivním opatřením je však aktivní imunizace. V současné 

době používané moderní vakcíny jsou bezpečné a vysoce účinné (účinnost 95-99 %) 

(Heinz a kol., 2007). V Evropě jsou dostupné dvě vakcíny založené na evropských 

kmenech KE: FSME-IMMUN od firmy Baxter, Rakousko (kmen Neudoerfl) a Encepur 

od Novartis Vaccines and Diagnostics, Německo (kmen K 23). K dispozici jsou též 

varianty obou vakcín pro děti: FSME-IMMUN Junior a Encepur Kinder. Tyto vakcíny 

obsahují poloviční množství očkovací látky (Charrel a kol. 2004). Všechny tyto 

vakcíny obsahují viry KE pomnožené v buňkách kuřecích embryí, inaktivované 

formaldehydem a přečištěné. Vakciny jsou účinné proti všem třem subtypům viru 

(Banzhoff a kol., 2008; Rendi-Wagner 2004). 

Dostupné vakcíny proti KE používané v Evropě jsou licencované pouze pro 

použití u lidí. Experimentálně byl však prokázán ochranný efekt těchto vakcín i proti 

infekcím KE u domácích zvířat (Balogh a kol., 2011). 

 

2.5 Metody infekce klíšťat v laboratorních podmínkách 

 

Při experimentálních infekcích klíšťat obecně je velmi důležité pochopení 

životního cyklu klíšťat, jejich optimálních životních podmínek a přirozených způsobů 

nákazy patogeny. Snahou je co nejvíce přizpůsobit podmínky v laboratorním chovu 

klíšťat těm přirozeným. Též při provádění vlastních experimentálních infekcí klíšťat je 
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kladen důraz na co možná nejpřirozenější způsoby infekce patogeny (Bonnet a Liu, 

2012). 

Experimentální infekci klíšťat v laboratorních podmínkách již byla věnována 

řada prací, které se zabývají nákazou viry, bakteriemi i parazity. Některé metody jsou 

i s jejich pozitivy a negativy shrnuty v Tab. 1  

 

 

Tab. 1: Hlavní silné a slabé stránky experimentálních metod infekce klíšťat 

patogeny (Bonnet a Liu, 2012). 

Uvedeny klíčové modely klíšťat a patogenů se souvisejícími odkazy.  

Kromě zde uvedených metod (infekce sáním na hostiteli, injekcí, sáním 

z kapiláry a sáním přes membránu) se k experimentům používá imerzní metoda 

infekce a infekce sousáním. Jednotlivým způsobům experimentální infekce patogeny 

jsou věnovány následující kapitoly.  
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2.5.1 Infekce sáním na hostiteli 

  

Využití přirozených hostitelů pro infekci klíšťat lidskými patogeny je volbou pro 

získání podmínek nejbližších fyziologické realitě přenosu. Chov zvířecích hostitelů a 

manipulace s nimi je však nákladná a složitá, někdy dokonce nemožná. V některých 

případech, zejména pokud jde o volně žijící živočichy, není možné využití přirozených 

hostitelů specifických pro některé patogeny přenášené klíšťaty. 

Touto metodou je možné infikovat velké množství klíšťat všech stadií. Nelze 

však určit množství patogenů přijaté během sání a tím je znemožněna standardizace 

experimentálních podmínek. Také může být někdy složité synchronizovat parazitémii, 

bakteriemii či virémii hostitele se sáním klíšťat. V neposlední řadě je nutné zmínit 

etické hledisko. Vždy je žádoucí omezení použití laboratorních zvířat a hledání 

alternativních postupů. 

V laboratořích jsou pro tento způsob nákazy klíšťat patogeny nejčastěji 

využíváni králíci a myši, někdy i větší zvířata, jako jsou telata a ovce (Bonnet a Liu, 

2012). Příklady experimentálních infekcí klíšťat rodu Ixodes i s jejich hostiteli ukazuje 

Tabulka č. 2.  
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druh klíštěte druh patogena druh 

hostitele 

autor práce 

I. muris Borrelia burgdorferi myš Dolan a kol., 2000 

I. ricinus 

 

Babesia divergens skot Joyner a kol., 1963 

Donnelly a Peirce, 1975 

Lewis a Young, 1980 

Babesia divergens pískomil Lewis a Young, 1980; 

Mackenstedt a kol., 1990 

Borrelia bugdorferi 
Borrelia garinii 
Borelia afzelii 

myš Dolan a kol., 1998 

Borrelia bugdorferi 
Borrelia garinii 
Borelia afzelii 

myš Fišerová a kol., 2008 

Bartonella birtlesii myš Reis a kol., 2011 

Bartonella birletsii 
Bartonella henselae 

myš Liu a kol., 2013 

I. scapularis Borrelia bugdorferi 
Borrelia garinii 
Borelia afzelii 

myš Dolan a kol., 1998 

Borrelia burgdorferi myš Burkot a kol., 2001 

Ehrlichia muris myš Saito a Walker, 2015 

Tab. 2: Příklady experimentálních infekcí klíšťat rodu Ixodes sáním na hostiteli. 

Uvedeny příklady druhů klíšťat, patogenů a hostitelů použitých při experimentálních infekcích klíšťat 

rodu Ixodes se souvisejícími odkazy. 

 

2.5.2 Infekce sousáním 

 

Kromě předchozí techniky infekce sáním na viremickém hostiteli se  

k experimentální infekci patogeny používá metoda společného sání infikovaných a 

neinfikovaných klíšťat na neviremickém hostiteli. Ačkoli jde především o virové 

infekce, tato metoda již byla použita i pro infekci boreliemi (Gern a Rais, 1996).  

Při těchto experimentech je využíváno zjištěných poznatků o sousání. Jak 

ukazuje např. práce Labudy a kol. (1996), sousání má velký podíl na přenosu viru a 

jeho cirkulaci v přírodě.  

Principem metody je infikovat neinfekční jedince sáním na hostiteli v blízkosti 

infikovaných klíšťat. Klíšťata při sání na hostiteli střídavě sají krev a vylučují sliny, 
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které v případě infekčních jedinců mohou obsahovat patogen (Jones a kol., 1997; 

Labuda a kol., 1993). Bylo zjištěno, že klíště během sání vylučuje 30-50 % tekutiny 

zpět do hostitele (Bowman a kol., 2008). Tato tekutina může být přijata při společném 

sání neinfikovaným klíštětem (Labuda a kol., 1993). 

Tato metoda se ukazuje jako vhodný způsob napodobující přirozenou cestu 

infekce všech stadií klíšťat. Dochází zde k synchronní infekci, není však možné 

kvantifikovat infekční dávku patogena. K jejímu provedení je nutné použití živého 

hostitele, u kterého však není potřeba navodit virémii (Labuda a kol. 1993, Randolph 

2011; Slovák a kol., 2014).   

Příklady experimentálních infekcí klíšťat rodu Ixodes sousáním ukazuje Tabulka 

č. 3. 

 

druh klíštěte druh patogena autor práce 

I. acinus Louping ill virus Jones a kol., 1997 

I. ricinus virus KE Labuda a kol., 1993a 
Labuda a kol., 1993b 

Slovák a kol., 2014 

Borrelia burgdorferi Gern a Rais, 1996 

Tab. 3: Příklady experimentálních infekcí klíšťat rodu Ixodes sousáním. 

Uvedeny příklady druhů klíšťat, patogenů a hostitelů použitých při experimentálních infekcích klíšťat 

rodu Ixodes se souvisejícími odkazy.  

 

2.5.3 Infekce sáním přes membránu  

 

Tato technika spočívá v sání krve nebo kultivačního média s přídavkem 

patogena přes membránu. Membrána může být živočišného nebo umělého původu. 

Z živočišných jmenujme například buněčnou membránu z kuřecích embryí, kůži 

skotu, králíka, myši a pískomila. Umělá membrána může být vyrobena například ze 

silikonu. 

Metoda infekce sáním přes membránu je dalším ze způsobů blížícím se přírodní 

cestě infekce. Umožňuje simultánní příjem krve nebo média a patogena, u kterého je 

možné kvantifikovat infekční dávku. Další výhodou je možnost nakažení velkého 

počtu klíšťat bez použití živého hostitele. Tato metoda však vyžaduje přípravu 

membrány a někdy (v případě použití membrány z umělého materiálu) i čichových 

podnětů. Jako čichový podnět může být použita atmosféra s obsahem CO2 mezi 5 a 
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10 %, srst nebo vlasy hostitelů, klíštěcí výkaly nebo uměle vyrobené feromonové 

směsi (Bonnet a Liu, 2012). 

Příklady experimentálních infekcí klíšťat rodu Ixodes sáním přes membránu i 

s druhy použitých membrán ukazuje Tabulka č. 4. 

 

druh klíštěte druh patogena druh 
membrány 

autor práce 

I. hexagonus bluetongue virus silikon Bouwknegt a kol., 2010 

I. ricinus Borrelia divergens 
Bartonella henselae 

kůže pískomila 
a králíka 

Bonnet a kol., 2007 
Cotte a kol., 2008 

Anaplasma 
phagocytophylum 

silikon Robinson a kol., 2010 

bluetongue virus silikon Bouwknegt a kol., 2010 

Bartonella birletsii 
Bartonella henselae 

kůže králíka Liu a kol., 2013 

I. scapularis Borrelia burgdorferi myší kůže Burkot a kol., 2001 

Tab. 4: Příklady experimentálních infekcí klíšťat rodu Ixodes sáním přes membránu 

Uvedeny příklady druhů klíšťat, patogenů a hostitelů použitých při experimentálních infekcích klíšťat 

rodu Ixodes se souvisejícími odkazy. 

 

2.5.4 Infekce sáním z kapiláry 

 

Tato metoda též využívá přirozenou cestu nákazy klíštěte přes ústní ústrojí a 

trávicí trakt. Kapilára s patogenem v roztoku média je klíštěti nasazena na ústní 

ústrojí, čímž je umožněno klíštěti patogena nasát a následně se infikovat (Bonnet a 

Liu, 2012). 

Výhodou metody je, že umožňuje příjem média a patogena, u kterého je možné 

kvantifikovat infekční dávku (Bonnet a Liu, 2012). Klíště však touto technikou požije 

velmi malé množství tekutiny (1-3 µl), protože sání z kapiláry pro něj není přirozený 

způsob krmení (Burgdorfer 1957; Rechav a kol., 1999). Jsou zde též špatně 

replikovány přírodní přenosové podmínky. Klíště může touto technikou přijmout velké 

množství patogena bez krve. Za normálních okolností je však patogen klíštětem 

absorbován po celou dobu sání na hostiteli, kdy již u klíštěte začalo trávení.  

Další nevýhodou je nutnost alespoň částečného nasátí klíšťat na přirozeném 

hostiteli, a to před nebo po sání z kapiláry. Tato metoda tedy neumožňuje klíštěti 

simultánní příjem krve a patogena a k jejímu provedení je potřeba živých zvířat 

(Bonnet a Liu, 2012).  
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Příklady experimentálních infekcí klíšťat rodu Ixodes sáním z kapiláry ukazuje 

Tabulka č. 5. 

druh klíštěte druh patogena autor práce 

I. hexagonus bluetongue virus Bouwknegt a kol., 2010 

I. ricinus Borrelia burgdorferi Monin a kol., 1989 

bluetongue virus Bouwknegt a kol., 2010 

I. scapularis Borrelia burgdorferi Broadwater a kol., 2002 

Borrelia burgdorferi Korshus a kol., 2003 

Rickettsia monacensis Baldridge a kol., 2007 

I.sinensis Rickettsia monacensis Ye a kol., 2014 

Tab. 5: Příklady experimentálních infekcí klíšťat rodu Ixodes sáním z kapiláry 

Uvedeny příklady druhů klíšťat, patogenů a hostitelů použitých při experimentálních infekcích klíšťat 

rodu Ixodes se souvisejícími odkazy.  

 

2.5.5 Infekce injekcí 

 

Infekce klíšťat přímým očkováním přes kutikulu nebo anální otvor neodpovídá 

přirozené cestě nakažení klíštěte patogenem (přes ústní ústrojí do trávicího traktu 

během sání krve) (Bonnet a Liu, 2012). Tento rozdíl může mít závažné důsledky pro 

vývoj patogena, zvláště když tento patogen prochází několika vývojovými stádii 

v klíštěcím střevě (Chauvin a kol., 2009). V důsledku nepřirozené cesty této infekce 

může být též obtížné výsledky experimentů vztahovat k přirozené nákaze (Bonnet a 

Liu, 2012). 

Tato technika umožňuje kvantifikovat infekční dávku (Bonnet a Liu, 2012), není 

však praktická pro běžnou infekci klíšťat patogeny z důvodu vysoké úmrtnosti 

infikovaných klíšťat (Rechav a kol., 1999). Zvýšení míry přežití klíšťat vyžaduje po 

infekci jejich nasátí na přirozených hostitelích (Bonnet a Liu, 2012). 

Co se týče transstadiálního přenosu patogenů v klíštěti, ukázalo se, že při 

využití této metody může být prevalence viru KE po přeměně klíšťat do dalšího stadia 

daleko vyšší než při infekci přirozenou cestou (Slovák a kol., 2014). 

Příklady experimentálních infekcí klíšťat rodu Ixodes injekcí ukazuje Tabulka č. 

6. 
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druh klíštěte druh patogena autor práce 

I. ricinus virus KE Labuda a kol., 2006 
Slovák a kol., 2014 

I. scapularis Borrelia burgdorferi Kariu a kol., 2011 

Tab. 6: Příklady experimentálních infekcí klíšťat rodu Ixodes injekcí 

Uvedeny příklady druhů klíšťat, patogenů a hostitelů použitých při experimentálních infekcích klíšťat 

rodu Ixodes se souvisejícími odkazy. 

 

2.5.6 Infekce imerzní metodou 

 

Tato technika spočívá v ponoření klíšťat do média obsahujícího patogen. 

Využívá přirozenou schopnost klíšťat – zachování rovnováhy vody aktivní absorpcí. 

Tento mechanismus probíhá u nenasátých klíšťat přes ústní dutinu (Rudolf a Knulle, 

1974). Imerzní metoda je tedy další z metod blížících se přirozené nákaze. Používá 

se nejčastěji u larev, přičemž je možno synchronně nakazit velké množství jedinců. 

Tato metoda nevyžaduje žádné speciální vybavení, k jejímu provedení je však 

potřeba živých zvířat (sání krve po infekci). Nespornou výhodou je snadné provedení 

experimentu a reprodukovatelnost podmínek infekce. (Policastro a Schwan, 2003; 

Mitzel a kol., 2007; Fišerová a kol., 2008). 

Příklady experimentálních infekcí klíšťat rodu Ixodes imerzní metodou ukazuje 

Tabulka č. 7. 

 

druh klíštěte druh patogena autor práce 

I.ricinus Borrelia bugdorferi 
Borrelia garinii 
Borelia afzelii 

Fišerová a kol., 2008 

I. scapularis Borrelia burgdorferi Policastro a Schwan, 2003 

Langat virus Mitzel a kol., 2007 
McNally a kol., 2012 

Rickettsia monacensis Baldridge a kol., 2007 

I.sinensis Rickettsia monacensis Ye a kol., 2014 

Tab. 7: Příklady experimentálních infekcí klíšťat rodu Ixodes imerzní metodou 

Uvedeny příklady druhů klíšťat, patogenů a hostitelů použitých při experimentálních infekcích klíšťat 

rodu Ixodes se souvisejícími odkazy.  
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3 Materiál a metody 

 

3.1 Laboratorní zvířata 

 

3.1.1 Klíšťata 

 

Klíšťata Ixodes ricinus (larvy, nymfy, dospělci) použitá pro experiment 

pocházela z chovu klíšťat Parazitologického ústavu BC AV ČR, v.v.i.. Klíšťata byla 

chována v konstantních podmínkách při vlhkosti 98 %, teplotě 24 °C a světelném 

režimu nastaveném na 15 hodin světla a 9 hodin tmy. Tato klíšťata byla první generací 

odchovanou v laboratoři, původně byla získána ze snůšek dospělých samic 

odchycených v přírodě.  

 

3.1.2 Myši 

 

Pro experimenty byly použity SPF (specific-pathogen-free) samice myší kmene 

BALB/c a C3H/HeN, které byly zakoupeny od firmy AnLab, s.r.o. (dodavatel Charles 

River). Myši byly chovány v SPF prostorách Parazitologického ústavu Biologického 

centra AV ČR, v.v.i. v konstantních podmínkách při 22 °C a relativní vlhkosti 65 %. 

Chov myší probíhal v plastových boxech s podestýlkou ve formě dřevěných hoblin. 

Myši měly neomezený přístup k pitné vodě a kompletní potravě v podobě suchých 

pelet. 

 

3.1.3 Morčata 

 

Pro experimenty byla použita morčata odchovaná v Laboratorních chovech 

Parazitologického ústavu Biologického centra AV ČR, v.v.i.. 

 

3.2 Virus klíšťové encefalitidy 

 

Pro experimentální infekci klíšťat byly použity dva kmeny viru KE, kmen 

Neudoerfl a kmen Hypr. Oba kmeny virů byly uchovávány ve formě 20 % mozkové 
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suspenze při -70 °C. Manipulace s těmito patogeny probíhala sterilně v boxu 

s laminárním prouděním (Esco Airstream Class II) za přísných bezpečnostních 

podmínek (BSL2). 

 

3.2.1 Neudoerfl 

 

Jedná se o prototypový kmen evropského subtypu, který byl izolován v roce 

1971 v Rakousku z klíštěte Ixodes ricinus (Mandl et al., 1988). K experimentům byla 

použita 4. a 5. pasáž viru v mozcích sajících myšek. 

 

3.2.2 Hypr 

 

Tento kmen byl původně izolován z krve 10letého dítěte s diagnózou KE v roce 

1953 v České republice. K experimentům byla použita 7. pasáž viru v mozcích 

sajících myšek. 

 

3.3 Buněčná linie PS 

 

Buněčná linie PS (angl. porcine kidney stable; prasečí ledvina) byla v této práci 

používána pro plakovou titraci. Kultivace této linie probíhala v médiu L15 (Leibowitz) 

s 3% prekolostrálního telecího séra, 1% směsi antibiotik a antimykotik (výsledné 

koncentrace: Amphotericin B 0,25 µg/ml, Penicilin G 100 j./ml a Streptomycin 100 

µg/ml) a 1% L-glutaminu (výsledná koncentrace 292 µg/ml) (vše Biosera) při 37°C 

v kultivačních lahvích (TPP).  

Pro pasáž byly buňky vždy uvolněny pomocí suché trypsinizace. Ta byla 

prováděna dvojím oplachem sterilním PBS („phosphate buffered saline“, Biosera) a 

poté přidáním dvakrát 1 ml trypsinizační směsi (0,02% trypsin a 0,02% EDTA v PBS). 

Po vylití posledního roztoku byla lahev uložena do termostatu nastaveného na  37°C. 

Po několika minutách, když byly buňky uvolněny, bylo do lahve přidáno 5 ml média. 

Buněčná suspenze byla připravena promícháním média a uvolněných buněk pomocí 

pipety. Vlastní pasáž byla prováděna naředěním suspenze do čerstvého media. 
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3.4 Infikování klíšťat 

 

3.4.1 Infekce imerzní metodou  

 

3.4.1.1 Imerzní metoda Neudoerfl 

 

Tato metoda (Mitzel a kol., 2007) byla vyvinuta k synchronní infekci larev klíšťat 

Ixodes scapularis ponořením do média obsahující virus Langat. Metoda má původ 

v experimentální imerzní infekci larev I. scapularis bakteriemi Borrelia burgdorferi 

(Policastro a Schwan, 2003). Pro potřeby této práce byla metoda vyzkoušena 

s larvami klíšťat I. ricinus a s virem Neudoerfl. 

Předem byly připraveny dvě samice myší kmene C3H/HeN. Myším byla 

oholena srst z části hřbetu. Na oholenou oblast byl přilepen speciálně vyrobený 

klobouček, který byl ještě dále zafixován náplastí. 

Larvy I. ricinus byly udržovány při laboratorní teplotě a relativní vlhkosti 98 % 

v místnosti s 15 h: 9 h cyklem světlo: tma. Před vlastním experimentem byly larvy 

vystaveny 1 h snížené vlhkosti – 65% relativní vlhkost. Bylo použito cca 200 larev I. 

ricinus. 

Infekce probíhala v laminárním boxu za přísných bezpečnostních podmínek.  

Do dvou mikrozkumavek typu Eppendorf bylo napipetováno 250 µl kompletního 

média L15. Poté bylo do obou mikrozkumavek přidáno po cca 100 kusech larev I. 

ricinus. Dále bylo napipetováno 250 µl viru KE kmene Neudoerfl o titru 2 x 107 PFU/ml 

do jedné mikrozkumavky. Celkové množství viru zde bylo tedy 5 x 106 PFU. Do druhé 

mikrozkumavky bylo přidáno 250 µl kompletního média L15. Tato zkumavka sloužila 

jako negativní kontrola. Všechny označené zkumavky byly uloženy do termostatu na 

45 min při 34°C, přičemž byly každých 10 min jemně promíchány. Po inkubaci byly 

larvy 2 min chlazeny na ledu. Zchlazené larvy byly centrifugovány při 200 g po dobu 

30 s a poté dvakrát promyty vychlazeným roztokem PBS (500 µl). Po promytí byly 

larvy osušeny proužky filtračního papíru o velikosti cca 0,2 x 3 cm.  

Do jedné hodiny po promytí byly obě skupiny larev zvlášť nasazeny na myši 

kmene C3H/HeN. Připravené myši byly vloženy do speciálně vyrobené drátěné síťky 

s otvorem na klobouček. Po vložení larev byly kloboučky zavíčkovány zátkami 

z perforovaného plastu, které zamezily úniku larev a zároveň zajistily sajícím larvám 

příznivé mikroklima. Chovné nádoby s myšmi byly uloženy do větších nádob s vodou 
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(cca 3 cm ode dna), aby se zcela zamezilo případnému úniku larev do volného 

prostoru. 

Po třech měsících od nakažení, kdy se již z larev vyvinuly nymfy, byla 

provedena homogenizace klíšťat v třecí misce (metoda popsána níže). 

 

3.4.1.2 Imerzní metoda Hypr 

 

Při tomto experimentu jsme též vycházeli z práce Mitzel a kol.(2007). 

Larvy a nymfy I. ricinus byly udržovány při laboratorní teplotě a relativní vlhkosti 

98 % v místnosti s 15 h: 9 h cyklem světlo: tma. Před vlastním experimentem byly 

nymfy vystaveny 6 dní snížené (65%) vlhkosti. Larvy byly vystaveny 4 h snížené (65 

%) vlhkosti. 

Infekce probíhala v laminárním boxu za přísných bezpečnostních podmínek.  

Do čtyř mikrozkumavek typu Eppendorf bylo napipetováno 150 µl kompletního 

média L15. Poté byla do mikrozkumavek rozdělena klíšťata. Pro infekci bylo použito 

zvlášť cca 70 larev a 40 nymf, pro negativní kontrolu zvlášť cca 30 larev a 20 nymf. 

Po přidání 50 µl viru Hypr o titru 3,8 x 107 PFU/ml (celkové množství viru zde bylo 

tedy 1,9 x 106 PFU) k infikované skupině a 50 µl kompletního média L15 ke kontrole 

byly všechny označené zkumavky uloženy do termostatu na 45 min při 34 °C, přičemž 

byly každých 10 min jemně promíchány. Po inkubaci byla klíšťata 2 min chlazena na 

ledu. Zchlazená klíšťata byla centrifugována při 200 g po dobu 30 s a poté dvakrát 

promyta vychlazeným roztokem PBS (500 µl). Po promytí byla klíšťata osušena 

proužky filtračního papíru o velikosti cca 0,2 x 3 cm. Ihned po vysušení byla klíšťata 

přemístěna do místnosti s laboratorní teplotou a relativní vlhkostí 98 % s 15 h: 9 h 

cyklem světlo: tma. 

Po 12 dnech od infekce byla provedena povrchová desinfekce klíšťat a 

následně jejich homogenizace pomocí přístroje Tissue Lyser II (metody popsány 

níže). 

 

3.4.2 Infekce sáním na viremických myších 

 

Před vlastním uskutečněním tohoto experimentu byla provedena zkouška 

virémie, která posloužila ke zjištění dne, kdy mají myši po infekci nejvyšší titr viru 
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v krvi. Podle toho byla upravena doba nasazení klíšťat tak, aby byla synchronizována 

doba nejvyšší virémie s nejsilnějším sáním klíšťat. Tímto by mělo být dosaženo 

nejlepšího výsledku. 

Na zkoušku virémie i na vlastní pokus přenosu infekce KE z myši byly použity 

myši Balb/c samice 22 – 30 týdnů staré. 

Zkouška virémie po subkutánní aplikaci virové suspenze byla provedena u 10 

myší. Myším bylo subkutánně podáno 200 µl viru KE kmene Neudoerfl 

(104  PFU/myš). Třetí, čtvrtý, pátý a šestý den po infekci byly vždy dvě myši vykrveny.  

Na zkoušku virémie po intraperitoneální aplikaci byly použity 3 myši. Těmto 

myším bylo intraperitoneálně podáno 850 µl viru KE kmene Neudoerfl (5 x 105 

PFU/myš). První, druhý a třetí den po infekci byla vždy jedna myš vykrvena.  

Vzorky krve byly uchovány při -70°C. Následně byly tyto vzorky vyšetřeny 

plakovou titrací ve 24 jamkovém panelu. Při titraci bylo zjištěno, že myši po s.c. 

aplikaci viru měly nejvyšší virémii čtvrtý den a myši po i. p. aplikaci viru třetí den po 

infekci.  

Pro vlastní pokus infekce bylo předem připraveno 6 myší. Myším byla oholena 

srst z části hřbetu. Na oholenou oblast byl přilepen speciálně vyrobený klobouček, 

který byl ještě dále zafixován náplastí. Instalace kloboučku byla provedena v éterové 

narkóze. 

Dvěma myším bylo aplikováno subkutánně 200 µl viru KE kmene Neudoerfl 

(104 PFU/myš), dalším dvěma myším bylo aplikováno intraperitoneálně 850 µl viru 

KE kmene Neudoerfl (5 x 105 PFU/myš). Poslední dvě myši sloužily jako kontrola, 

jedné bylo aplikováno subkutánně 200 µl média (L15 s 3% PTS), druhé 

intraperitoneálně 850 µl média (L15 s 3% PTS). 

S ohledem na výsledek zkoušky virémie, průměrnou délku sání larev I. ricinus 

(3–  dny) a nymf I. ricinus (5–6 dní) a fakt, že klíšťata sají nejvíce ke konci sání na 

hostiteli, bylo postupováno následovně: 

Den po infekci byly na všechny myši nasazeny nymfy v počtu 10 nymf na myš. 

Druhý den byly k nymfám přidány larvy v počtu cca 50 larev na myš.  

Šestý den po infekci byly všechny larvy i nymfy nasáté a byly uloženy při 

laboratorní teplotě a relativní vlhkosti 98 % v místnosti s 15 h: 9 h cyklem světlo: tma. 

Za čtyři týdny od nasátí klíšťat byla provedena homogenizace pomocí přístroje 

Tissue Lyser II (metoda popsána níže) u části larev a nymf. 
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Po sedmi týdnech od nasátí klíšťat, kdy již u všech klíšťat došlo k přeměně na 

další stadium, byla provedena povrchová desinfekce zbylých klíšťat a následně jejich 

homogenizace pomocí přístroje Tissue Lyser II (metody popsány níže). 

 

3.4.3 Infekce sáním virové suspenze z kapiláry 

 

K tomuto experimentu bylo použito celkem 30 dospělých samic I. ricinus, z toho 

5 samic sloužilo jako kontrola. 

Klíšťata byla jednotlivě připevněna oboustrannou lepicí páskou na 

mikroskopická podložní skla dorsální stranou těla nahoru. Poté byla ještě zajištěna 

lepicí páskou přes hřbetní část těla.  

Předem bylo připraveno 300 µl virové suspenze (kmen Neudoerfl) smícháním 

150 µl média (L15, 3% PTS, 1% ATB, 1% GL) se 150 µl viru KE o titru 1,8 x 

109 PFU/ml. Celkové množství viru zde bylo tedy 2,7 x 108 PFU. 

Virová suspenze o objemu 10 µl byla pro každé klíště pomocí kapilární elevace 

nasáta do kalibrované mikrokapiláry (Sigma). Kontrolním klíšťatům bylo podáno 

pouze kompletní médium L15 o stejném objemu. Kapiláry s virovou suspenzí nebo 

médiem byly nasazeny klíšťatům na hypostom a obě palpy. Kapiláry byly ještě dále 

zafixovány na podložním skle pomocí modelíny. 

Klíšťata s nasazenou kapilárou byla umístěna ve vlhké komůrce do inkubátoru 

s 37 °C po dobu 20 h.  

Poté byla klíšťata nasazena k částečnému dosátí na morčata. Dvěma 

morčatům byla oholena srst z části hřbetu. Na oholenou oblast byl přilepen gumový 

klobouček. Klíšťata byla umístěna dovnitř kloboučku (infekční klíšťata na jedno 

morče, kontrolní neinfekční skupina na druhé morče), který byl poté uzavřen 

nalepením prodyšné tkaniny. Tato tkanina zamezila úniku klíšťat. Po šesti dnech byla 

částečně nasátá klíšťata umístěna do místnosti s laboratorní teplotou a relativní 

vlhkostí 98 % s 15 h: 9 h cyklem světlo: tma. 

Dvanáctý den po sání na morčatech a dvacátý den po infekci byla u klíšťat 

provedena povrchová desinfekce a následně jejich homogenizace pomocí přístroje 

Tissue Lyser II (metody popsány níže). 
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3.5 Detekce viru klíšťové encefalitidy v klíšťatech 

 

3.5.1 Příprava vzorků 

 

3.5.1.1 Povrchová desinfekce klíšťat 

 

Tato metoda (Yoder a kol., 2003) byla použita k likvidaci povrchové mykoflóry 

klíšťat, která způsobovala kontaminace během detekce viru KE v klíšťatech. 

Klíšťata (dospělci a nymfy maximálně po pěti, larvy po padesáti) byla umístěna 

do sterilních mikrozkumavek (Eppendorf). Desinfekční roztok byl připraven 

smícháním sterilní deionizované vody, ethanolu a 5% NaOCl v objemovém poměru 

18:1:1. Vždy 500 µl tohoto roztoku bylo přidáno ke klíšťatům do každé 

mikrozkumavky. Po dobu jedné minuty bylo s mikrozkumavkami jemně třepáno. Po 

odsátí desinfekčního roztoku byla klíšťata třikrát promyta sterilní deionizovanou 

vodou (1 ml). Poté byla klíšťata osušena proužky filtračního papíru o velikosti cca 0,2 

x 3 cm. 

 

3.5.1.2 Homogenizace klíšťat 

 

Homogenizace byla prováděna dvěma způsoby, pomocí třecích misek nebo 

homogenizačního přístroje Tissue Lyser ll (Quiagen). Při použití homogenizace 

pomocí třecích misek došlo k rozetření jednotlivých nymf ve vychlazených sterilních 

třecích miskách s 300 µl kultivačního média L15. Druhý způsob homogenizace 

probíhal takto: klíšťata (dospělci a nymfy po jednom, larvy po pěti) byla umístěna do 

sterilních homogenizačních zkumavek obsahujících ocelovou kuličku (5 mm - Qiagen) 

společně s 50 µl kompletního méda L15. Poté byla provedena homogenizace pomocí 

přístroje Tissue Lyser II po dobu 3 min při 30 Hz. Homogenizované vzorky byly 

centrifugovány při 1000 g 3 minuty. Vzniklé homogenáty byly uloženy při -70 °C pro 

následné vyšetření plakovou titrací. 
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3.5.2 Plaková titrace  

 

Tato metoda (de Madrid a Porterfield, 1969) se používá ke stanovení infekčních 

titrů arbovirů. Je založena na infekci buněk v suspenzi s následnou kultivací za 

podmínek dovolujících vznik souvislé vrstvy buněk, ve kterém množící se virus vyvolá 

lokalizovaný cytopatický efekt viditelný po fixaci a obarvení jako plak.  

V této práci byla titrace použita k průkazu viru KE v klíšťatech a ke kontrole titru 

viru samotného. 

Plaková titrace byla prováděna v laminárním boxu v 24jamkových panelech 

(TPP). Vzorky k titraci byly předem připraveny homogenizací v třecí misce nebo 

pomocí přístroje Tissue Lyser II, jak je uvedeno u jednotlivých experimentů. Během 

práce byly vzorky chlazeny na ledu, panely byly v mezičase ukládány do lednice. 

Nejdříve byla připravena suspenze buněk PS o koncentraci 3 x 105 na 1 ml. Buňky 

PS byly uvolněny z kultivační lahve pomocí suché trypsinizace a spočítány 

v Bürkerově komůrce. Po zjištění počtu buněk byla buněčná suspenze naředěna 

médiem na požadovanou koncentraci. Poté bylo do všech jamek (kromě těch 

s neředěným vzorkem) pipetováno 180 µl média. Ze supernatantu jednotlivých vzorků 

klíšťat bylo přeneseno 200 µl do panelu a poté desítkově naředěno. 20 µl virové 

suspenze bylo přidáno k 180 µl média do první jamky a též naředěno desítkovou 

řadou. Jako negativní kontrola sloužila jedna nebo dvě jamky bez přidání viru či 

supernatantu z klíštěte. Poté byla do všech jamek přidána buněčná suspenze PS 

buněk v množství 300 µl na jamku. Obsah panelu byl promíchán. Po čtyřhodinové 

inkubaci při 37 °C a 0,5 % CO2 byly jamky překryty přelivem z 2x koncentrovaného 

kultivačního média L15 a 3% roztoku karboxymetylcelulózy (Sigma) v poměru 1:1. Po 

následné inkubaci (5 dní při 37 oC a 0,5 % CO2) byly panely nejprve opláchnuty ve 

fyziologickém roztoku a poté barveny roztokem naftalenové černě (1g naftalenové 

černě, 60 ml ledové kyseliny octové, 13,6 g octanu sodného, doplněno do 1 l 

destilované vody) po dobu 45 minut. 

Po oschnutí panelů byl pokus vyhodnocován. V nejvyšším ředění viru, v němž 

došlo k vytvoření jednotlivých izolovaných plaků, byl zjištěn jejich počet. Výsledek byl 

prezentován v hodnotě PFU (plaque forming units), která vyjadřuje počet virových 

částic schopných tvořit plaky v 1 ml. 
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4 Výsledky a diskuze 

 

4.1 Infekce imerzní metodou  

 

4.1.1 Imerzní metoda Neudoerfl 

 

Larvy I. ricinus byly ponořeny do suspenze viru KE kmene Neudoerfl.  

Po třech měsících od nakažení, kdy se již z larev vyvinuly nymfy, byl virus KE 

detekován pomocí plakové titrace (Tab. 8). Bylo vyšetřeno celkem 20 nymf, pozitivní 

byl však jen jeden vzorek. Úspěšnost nákazy touto metodou tedy byla 5 %. 

nymfy 

vzorek č. PFU/ml 

1 9,54 x 104 

Tab. 8: Množství viru KE v pozitivních vzorcích klíšťat nakažených imerzní metodou 

Neudoerfl 

Přesto, že Mitzel a kol. (2007) ve své práci s virem Langat uvádí 100 % 

úspěšnost metody při použití virové suspenze o titru 107 PFU/ml, nám se tohoto 

výsledku dosáhnout nepodařilo, i když bylo použito stejné množství viru. Jedním 

z důvodů se jeví použití jiného typu flaviviru, který však podobně jako virus Langat 

patří do komplexu virů KE. Dalším důvodem by mohla být možnost, že se nákaza 

v klíšťatech nepřenesla do dalšího stadia, přestože Dumpis a kol. (1999) tvrdí, že 

jednou nakažené klíště si udrží nákazu po celý život. Tuto teorii zpochybňuje studie 

Slováka a kol. (2014), která se zabývá m.j. transstadiálním přenosem viru KE kmene 

Hypr v klíštěti. V této práci byly nymfy I. ricinus  v 65 % infikovány sousáním 

s infikovanými dospělci (nainfikovanými injekcí), po přeměně na dospělce jich však 

zůstalo infekčních pouze 8,5 %. 

 

4.1.2 Imerzní metoda Hypr 

 

K tomuto experimentu byly použity larvy a nymfy I. ricinus, které byly ponořeny 

do suspenze viru KE kmene Hypr.  

Po 12 dnech od nakažení byl virus KE v klíšťatech detekován pomocí plakové 

titrace (Tab. 9). Bylo vyšetřeno 5 směsných vzorků larev (po 5 larvách) a 5 nymf, 
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z toho pozitivní byly 3 směsné vzorky larev a 3 vzorky nymf. Úspěšnost nákazy touto 

metodou tedy byla 60 %. 

larvy 

vzorek č. PFU/ml 

1 6,82 x 104 

2 2 x 103 

3 1,5 x 103 

nymfy 

vzorek č. PFU/ml 

1 6 x 103 

2 7 x 105 

3 6,31 x 102 

Tab. 9: Množství viru KE v pozitivních vzorcích klíšťat nakažených imerzní metodou 

Hypr 

Po neúspěchu s infekcí klíšťat imerzní metodou kmenem Neudoerfl jsme se 

rozhodli pokus zopakovat s použitím jiného kmene viru KE – Hyprem. Tento kmen se 

vyznačuje výrazně vyšší virulencí v porovnání s prototypovým kmenem Neudoerfl 

(Růžek 2015b). Úspěšnost tohoto pokusu byla velmi uspokojivá (60 %). Tento 

výsledek se blíží závěru práce Policastro a Schwan (2003), kteří tuto metodu původně 

vyvinuli k infekci larev I. scapularis  bakteriemi Borrelia burgdorferi a dosáhli 65 % 

úspěšnosti nakažení. Kromě použití jiného kmene by další příčinou lepších výsledků 

tohoto experimentu mohla být delší doba vystavení klíšťat snížené vlhkosti před 

experimentem. V experimentu s kmenem Neudoerfl jsme vystavili larvy před 

ponořením do virové suspenze 65 % vlhkosti po dobu 1 h, zatímco v případě imerzní 

metody s kmenem Hypr jsme tuto dobu prodloužili na 4 h. Nymfy jsme podobně jako 

McNally a kol. (2012) vystavili této snížené vlhkosti po dobu 6 dní před experimentem. 

Také se potvrdilo, že touto technikou lze nakazit i vyšší stadia klíšťat (Mitzel a kol., 

2007). Otázkou je, zda by byl virus v klíšťatech detekován i po přeměně na nymfy a 

dospělce. 

 

4.2 Infekce sáním na viremických myších 

 

Larvy a nymfy I. ricinus byly nasazeny k úplnému nasátí na předem infikované 

myši Balb/c. Myši byly infikovány subkutánně a intraperitoneálně virem KE kmene 

Neudoerfl.  

Po 4 týdnech od nakažení byla u části larev a nymf provedena detekce viru KE 

pomocí plakové titrace. Bylo vyšetřeno 5 směsných vzorků larev (po 5 larvách) a 5 
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nymf po sání na myši infikované subkutánně a stejný počet vzorků klíšťat po sání na 

myši infikované intraperitoneálně.   

Po sedmi týdnech od nasátí klíšťat, kdy již u všech klíšťat došlo k přeměně na 

další stadium, byly na přítomnost viru KE plakovou titrací testovány nymfy a dospělci. 

Bylo vyšetřeno 5 nymf a 5 dospělců po sání na myši infikované subkutánně a stejný 

počet vzorků klíšťat po sání na myši infikované intraperitoneálně.   

Ze všech vzorků nebyl pozitivní na infekci virem KE ani jeden, metoda tedy 

nebyla úspěšná. 

Přesto, že tato metoda kopíruje přirozenou nákazu klíšťat, je závislá na viru, 

který se replikuje v hostiteli, přičemž musí dosáhnout dostatečné úrovně virémie pro 

přenos na klíště (Chernesky, 1969). Možnou příčinou neúspěchu by tedy mohla být 

nedostatečná úroveň virémie u myší v době sání klíšťat. Další příčinou by mohla být 

menší virulence kmene Neudoerfl oproti kmenu Hypr (Růžek 2015b). Z důvodu 

časové náročnosti tohoto experimentu již nedošlo k jeho opakování s virem KE 

kmene Hypr. 

 

4.3 Infekce sáním virové suspenze z kapiláry     

 

V tomto experimentu byly použity dospělé samice I. ricinus, kterým byla podána 

suspenze viru KE kmene Neudoerfl pomocí kapiláry nasazené na ústní ústrojí.  

Po 20 dnech od infekce byla u dospělců provedena detekce viru KE pomocí 

plakové titrace (Tab. 10). Bylo vyšetřeno 20 vzorků, z nich bylo 15 pozitivních. 

Úspěšnost nákazy touto metodou byla 75 %. 
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dospělci 

vzorek č. PFU/ml 

1 5 x 105 

2 3 x 105 

3 1,82 x 104 

4 8,5 x 105 

5 2,5 x 105 

6 8,64 x 106 

7 4,04 x 104 

8 2 x 105 

9 6,36 x 104 

10 2 x 104 

11 8 x 105 

12 9,5 x 105 

13 6,5 x 105 

14 8,18 x 104 

15 1 x 102 

Tab. 10: Množství viru KE v pozitivních vzorcích klíšťat nakažených sáním virové 

suspenze z kapiláry 

Výsledky tohoto experimentu se podobají výsledkům metody, kterou použili 

v roce 2010 Bouwknegt a kol.. Zde se snažili sáním z kapiláry nakazit čtyři druhy 

klíšťat čeledi Ixodidae (I. ricinus, I. hexagonus, Dermacentor reticulatus a 

Rhipicephalus bursa) virem bluetongue a úspěšně se jim podařilo nakazit 20 z 24 

klíšťat (83,3 %). Rozdílem v metodice m.j. bylo, že Bouwknegt a kol. (2010) nechali 

klíšťata částečně nasát na hostiteli (králík) před sáním virové suspenze z kapiláry. My 

jsme však umožnili klíšťatům se nasát na hostiteli (morče) až po sání virové suspenze 

z kapiláry, podobně jako v práci Kopeckého a Staňkové (1998). V této práci bylo 

použito sání z kapiláry k nakažení klíšťat Rhipicephalus appendiculatus virem KE 

kmene Hypr. Stejně jako Bouwknegt a kol. (2010) jsme nechali klíšťata sát virovou 

suspenzi přes noc, na rozdíl od práce Kopeckého a Staňkové (1998), kde byly 

kapiláry s virovou suspenzí ponechány klíšťatům pouze dvě hodiny. Potvrdilo se, že 

klíšťata tímto způsobem nasají jen velmi malé množství tekutiny (Burgdorfer 1957; 

Rechav a kol., 1999). V našem případě klíšťata nasála v experimentu  0 – 4 µl virové 

suspenze, v práci Kopeckého a Staňkové (1998) 1 – 4 µl. To ukazuje, že prodloužení 

doby sání z kapiláry nemá vliv na objem přijatý klíštětem. Negativní vzorky z našeho 

experimentu by se daly vysvětlit tím, že některá klíšťata nenasála žádné množství 

virové suspenze. V tomto uspořádání experimentu je však nutno brát v úvahu možný 

přenos viru z infikovaných na neinfikovaná klíšťata během sousání na hostiteli. 
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4.4 Porovnání použitých metod experimentální infekce 

 

V této práci byly vyzkoušeny čtyři metody infekce klíšťat virem KE 

v laboratorních podmínkách: imerzní metoda s použitím kmene Neudoerfl, imerzní 

metoda s použítím kmene Hypr, infekce na viremických myších a infekce sáním virové 

suspenze z kapiláry. Tyto metody jsou velmi specifické, liší se například  způsobem 

provedení, druhem použitých stadií klíšťat, typem aplikace virové supenze klíštěti 

a časem detekce infekce v klíšťatech. Všechny tyto aspekty mohou výrazně ovlivnit 

výsledek experimentů a mají vliv také na využití infikovaných klíšťat v laboratoři 

k dalším experimentům.  

Pro vizuální srovnání úspěšnosti metod byl vytvořen Obr. 3. Toto srovnání je 

však relativní s ohledem na již zmíněné velké rozdíly v jednotlivých metodách. 

 

Obr. 3: Počet pozitivních vzorků (v %) u klíšťat infikovaných jednotlivými metodami 

Metoda A - Infekce imerzní metodou -  Neudoerfl, metoda B - Infekce imerzní metodou -  Hypr, metoda 

C - Infekce sáním na viremických myších, metoda D - Infekce sáním virové suspenze z kapiláry. 

Imerzní metoda v případě použití kmene Neudoerfl  nebyla příliš úspěšná (5 %), 

při použití kmene Hypr však úspěšnost výrazně vzrostla (60 %). Tato metoda by se 

mohla v laboratoři s úspěchem používat k nakažení klíšťat virem KE, protože je to 

velmi jednoduchá technika synchronní infekce klíšťat využívající přirozenou cestu 

šíření patogena v klíštěti. Protože předpokládáme transstadiální přenos viru KE, 

mohou najít larvy infikované touto metodou uplatnění při výzkumu i po přeměně do 

dalších stadií. Imerzní metodu jsme použili i k infekci nymf virem KE. V práci 
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Broadwater a kol. (2002), která se zabývá infekcí nymf I. scapularis  bakteriemi 

Borrelia burgdorferi bylo dosaženo až 70 % úspěšnosti nakažení. 

Metoda infekce sáním na hostiteli v našem případě zcela selhala, u žádného 

z vzorků se nákazu nepodařilo detekovat.  

Poslední metodou, kterou jsme vyzkoušeli, byla infekce sáním virové suspenze 

z kapiláry. Ta se ukázala jako nejúspěšnější co se týče procenta nakažených jedinců 

(75 %). Klíšťata infikovaná touto metodou však mají omezené použití v laboratoři, 

neboť jde o dospělce, čili poslední vývojové stadium klíštěte. Práce Danielové a 

Holubové (1991) ukazuje, že prevalence viru KE u larev vyvinutých z vajíček 

infekčních samic je menší než 1 %. Stejná prevalence viru KE (˂1 %) byla prokázána 

také v larvách v přírodě před sáním na viremickém hostiteli (Danielová a kol., 2002).  

 

5 Závěr 

 

Cílem práce bylo porovnat různé metody infekce klíšťat Ixodes ricinus virem KE, 

konkrétně infekci klíšťat virem imerzní metodou, sáním virové suspenze z kapiláry a 

sáním klíšťat na viremických myších. 

Pomocí jednotlivých metod bylo dosaženo těchto výsledků úspěšnosti infekce 

klíšťat: 

 infekce imerzní metodou Neudoerfl – 5 % 

 infekce imerzní metodou Hypr – 60 % 

 infekce sáním na viremických myších – 0% 

 infekce sáním virové suspenze z kapiláry – 75% 

Každá z těchto metod je vysoce specifická. Přes neúspěch u dvou 

vyzkoušených metod lze říci, že se nám podařilo dosáhnout vysoké prevalence viru 

KE v klíšťatech, která mohou být s ohledem na způsob infekce využita k dalším 

experimentům. Dosažené výsledky a zjištěné skutečnosti však otevřely další otázky, 

které mohou být předmětem dalších experimentů.  
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