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Anotace

Cilem bakalarské prace bylo porovnat rizné metody experimentalni infekce
klistat Ixodes ricinus virem klistové encefalitidy. K infekci imerzni metodou byl pouzit
méné virulentni kmen viru Neudoerfl s vysledkem 5 % infikovanych klistat a virulentni
kmen Hypr — 60 % infikovanych klistat. Sanim suspenze viru Neudoerfl z kapilary se
infikovalo 75 % klidtat, infekce sanim na viremickych mysSich byla neuspésna. V praci
je diskutovana vhodnost pouziti testovanych metod k experimentalni infekci

jednotlivych vyvojovych stadii klistat.

KliCova slova: Kilisté obecné Ixodes ricinus, virus klistové encefalitidy,

experimentalni 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



Prohladuiji, Ze v souladu s § 47b zakona €. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim
se zvefejnénim své bakalarské prace, a to v nezkracené podobé elektronickou
cestou ve verfejné pristupné ¢asti databaze STAG provozované JihoCeskou
univerzitou v Ceskych Budgjovicich na jejich internetovych strankach, a to se
zachovanim mého autorského prava k odevzdanému textu této kvalifikaéni prace.
Souhlasim dale s tim, aby toutéz elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym
ustanovenim zakona ¢. 111/1998 Sb. zvefejnény posudky Skolitele a oponentt
prace i zaznam o prubéhu a vysledku obhajoby kvalifikaéni prace. Rovnéz
souhlasim s porovnanim textu mé kvalifikani prace s databazi kvalifikacnich praci
Theses.cz provozovanou Narodnim registrem vysokoskolskych kvalifikacnich praci

a systémem na odhalovani plagiatd.

Prohlasuiji, Ze jsem uvedenou praci vypracovala samostatné pouze s vyuzitim

uvedené literatury.

V Ceskych Budgjovicich 30. 11. 2015 Eva Vyletova

Podékovani

Rada bych touto cestou podékovala svému Skoliteli Prof. RNDr. Janu
Kopeckému , CSc. a svému konzultantovi Doc. RNDr Danu RUzkovi, PhD. za pomoc
a cenné rady pfi psani této prace. Velky dik téz patfi v§em mym kolegtim, ktefi mi byli
oporou po celou dobu studia. Zvlasté dékuji RNDr. Martinu Palusovi za pomaoc,
postiehy a napady. V neposledni fadé bych chtéla podékovat své rodiné za velkou

podporu a trpélivost.



L U 1V T RO 6
2 Prehled [Ieratury ... 7
2.1  KliStata Celedi IXOdIAAE ...........ceevviiiiiiiiiiiiiiiiii 7
2.2 KIiStata rodu IXOUES. ........ouiiiiiiiiiiie e 8
2.3 Virus klistové encefalitidy - charakteristika, zastupCi ..........cccccceeeeiieeniinnns 9
2.4 KiliStova encefalitida ... 10
2.4.1  Geografické rozSiFeni .........ccuvvviiiii i 10
24.2 PFENOS VMU ...cooiiiiiiiiiii 11
243  ProjeVy NAKAZY .....ccccooeieeeeeeeeeeeeeeeee e 12
244 Prevence a léCba...........oviiiiiiii 13

2.5 Metody infekce klistat v laboratornich podminkach ............cccccceeeiiiinninnns 13
251 Infekce sanim na hostiteli ... 15
2.5.2  InfekCe SOUSANIM ......cooiiiiiiiiiiii e 16
2.5.3 Infekce sanim prfes membranu ..........ccccoeevieiiiiiiiiiie e, 17
254 Infekce sanim z Kapilary ..., 18
255  InfekCe INJEKCI...cccoeeeeeeeeeeeeee e 19
2.5.6  Infekce imerzni metodou ...........ccooiiiiiiiiiiiiiiii 20

3 Materidl ametody ... 21
3.1 Laboratorni ZVifata .............eeeeeeiiiiiiiiiiiii e 21
3.1.1 KHSata ... 21
BiL.2 MY i e e e e 21
318 MOCA@ ..o 21

3.2 Virus Kklidtové encefalitidy ... 21
3.2.1 NEUAOEI ..o 22
B.2.2  HY D oot 22

3.3 BUNEENATINIE PS ... 22
3.4 Infikovani KHSTat ... 23
3.4.1  Infekce imerzni MetodOU ...........ccooiiiiiiiiiiiiiiiii e 23



4

34.1.1 Imerzni metoda Neudoerfl ...
3.4.1.2 Imerzni metoda Hypr.........ooeiiiiiii e,
3.4.2 Infekce sanim na viremickych mySich..........cccccoeii,
3.4.3 Infekce sanim virove suspenze z kapilary..........cccccevvvieiiiiiiiiinneen,
3.5 Detekce viru klistové encefalitidy v kliStatech..............cccccviiiiiiiiiiiiiiinnnns
3.5.1 PFiprava VZorkl ..........coovviiiiiiiiie e
3511 Povrchova desinfekce klistat.............ccoooe
3.5.1.2 Homogenizace klistat..........c.coooooiii e,
3.5.2  Plakova titraCe .......coooeiieeeeeeeeeeeeee
VYSIEAKY @ AISKUZE ......ee i
4.1  Infekce imerzni MetodOU ..........cooiiiiiiiiiiiiiiii e

41.1 Imerzni metoda NeUdOEITl ........ooevieieee e



1 Uvod

Virus klistové encefalitidy (dale KE) je rozSifen hlavné ve stfedni a vychodni

Evropé, Rusku a Dalném Vychodé. V naSich podminkach je tento flavivirus plvodcem

Vv s

Hlavnim pfenaseCem viru KE evropského typu je obligatni hematofagni parazit
- klisté obecné Ixodes ricinus. V pfirodnich ohniscich nakazy je virus KE udrzovan
cirkulaci mezi klistaty, drobnymi hlodavci a hmyzozZravci. Vyskyt viru KE tedy uzce

souvisi s jejich biologii a ekologii.

Nakazou virem KE mohou byt postizeni mimo jiz uvedenych typickych
rezervoarovych hostiteld téz nahodni hostitelé. Kromé c&lovéka se mohou stat
nahodnymi hostiteli téz dalSi savci a ptaci, mimo jiné domestikovana nebo cizokrajna

zvifata chovana v oblastech vyskytu KE.

KliStova encefalitida je bezesporu velmi zavazné onemocnéni, kterému jiz bylo
vénovano mnoho védeckych praci. Stale vSak nejsou zodpovézeny vSechny otazky,

napfiklad v oblasti pfenosu tohoto patogena a chovani klistat nakazenych KE.

V Evropé se v pfirodé pohybuje prevalence viru KE u klistat mezi 0,1 a 5%
(Lindquist a Vapalahti, 2008). Pfi vyzkumu KE je nékdy potfebné nakazit klistata
v laboratornich podminkach a dosahnout mnohem vys$si prevalence viru. K tomu by
méla pfispét i moje prace, ktera si klade za cil vyzkouSet nékolik metod nakazeni
klistat virem KE a nasledné porovnat jejich efektivitu. Zavéry mé prace mohou pomoci
pfi vybéru vhodné metody s ohledem na konkrétni vyzkum laboratofe zabyvajici se

nakazou virem KE.
Cile prace:

e porovnat rizné metody infekce klistat Ixodes ricinus virem KE, konkrétné
infekci klitat virem imerzni metodou, sanim virové suspenze z kapilary a
sanim klistat na viremickych mySich

¢ detekovat virus KE v klistatech plakovou metodou



2 Prehled literatury

2.1 Klist'ata celedi Ixodidae

Celed Ixodidae (kligtatoviti) Fadime do kmene Arthropoda (Elenovci), tfidy
Chelicerata (klepitkatci), fadu Acarina (rozto€i) a podfadu Metastigmata (Ixodida).
Tato Celed zahrnuje rody Amblyomma, Boophilus, Dermacentor, Haemaphysalis,
Hyalomma, Ixodes a Rhipicephalus (Jongejan a Uilenberg, 2004).

Typickym znakem této Celedi je tvrdy Stitek (scutum) na hrbetni strané
dospélcu. U samcu kryje témér celé télo, zatimco u samic pouze jednu tfetinu, coz
jim pfi sani umozniuje nékolikanasobné zvétsit svlj objem. U rozto€l obecné
rozliSujeme predni - Ustni ¢ast (gnathosoma) a zadni ¢ast (idiosoma). Gnathosoma
klistat je vybavena typickym uUstnim Ustrojim s chelicerami, palpami a napadnym
hypostomem, pomoci néhoz se klisté udrzuje béhem sani v klzi hostitele. Elasticka
idiosoma nese nohy a popfipadé i oci (pokud jsou pfitomny). Za poslednim, &tvrtym
parem nohou se nachazi vyusténi vzduSnic (stigmaty). Larvy klistat maji 3 pary

koncetin, zatimco nymfy a dospélci maji 4 pary koncetin (Volf a Horak, 2007).

Travici soustava je vakovitého typu s mnozstvim postrannich vybézku. Traveni
probiha prevazné intracelularné, coz je vyhodné pro fadu mikroorganismu, vcetné
pfenasenych patogena. Vnitini prostfedi stfeva rozto€u je pfi tomto zpusobu traveni
pomérné chudé na proteazy a dalSi travici enzymy, které by mohly mikroorganismy
poskodit. Analni otvor usti v zadni &asti idiosomy, pohlavni otvor se naopak nachazi

Vv jeji pfedni Casti (na bfidni strané) (Volf a Horak, 2007).

Hladova klistata vétSinou Cihaji na svého hostitele na vegetaci. Pfitomnost
hostitele zjiStuji prostfednictvim Hallerova organu umisténého na prvnim paru
koncetin. Tento organ je citlivy na teplo, CO> a dalSi chemické slou€eniny. Pfi kontaktu
s hostitelem se kliStata nepfisaji ihned, ale pomoci senzorickych organ umisténych
zejména na palpach si vyhledaji nejvhodné&jsi misto k pfisati. 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).

Ixodidae mohou byt jedno, dvou nebo tfihostitelské druhy v zavislosti na poctu
hostitelskych zvifat na kterych saji jednotliva vyvojova stadia. Larvy a nymfy se jednou
uplné nasaji a pak se previékaji. Jednohostitelské druhy se pfeviékaji dvakrat na

jednom 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 maze, ale
nemusi byt stejného druhu jako prvni. TFihostitelska kliStata se nepfeviékaji na
hostiteli. Nasata larva odpadne, pfeméni se na nymfu, kterd musi najit druhého
hostitele. Po nasati na druhém hostiteli se pfeméni na dospélce, ktery saje na tietim
hostiteli. Dospélci se pafi na hostiteli. Samice po naséati odpadne, naklade velkou

snusku vajicek a umira (Jongjejan a Uilenberg, 2004).

Kromé cCeledi Ixodidae zahrnujeme do podfadu Metastigmata jesté Celed
Argasidae (kliStakoviti). Tato Celed se od Ixodidae odliSuje predevSim absenci
tvrdého hrbetniho Stitku, ¢etnosti a délkou sani na hostiteli nebo poctem nymfalnich
stadii (Volf a Horak, 2007).

2.2 Klist'ata rodu Ixodes

Ixodes je nejpocetnéjSi rod tvrdych klistat s 241 druhy. Jsou charakteristicka
zakfivenim analini drazky smérem k analnimu otvoru, Stitkem postradajicim vyzdobu
a absenci o€i. Maji tfihostitelsky Zivotni cyklus. Mezi nejvyznamnéjsi druhy v Evropé
a Asii patfi I. ricinus a I. persulcatus, zatimco I. scapularis je nejbé&zné&jSim druhem
v Severni Americe. Siroka $kala rtiznych hostiteld I. ricinus a . persulcatus z nich &ini

vyznamné vektory velkého poctu patogent (Jongejan a Uilenberg, 2004).

Na vétSiné naSeho uzemi se setkavame nejcastéji s klistétem obecnym (Ixodes
ricinus — Linnaeus, 1758) (Volf a Horak, 2007) (Obr. 1). Primérna doba trvani
vyvojového cyklu I. ricinus ve stfedni Evropé je dva roky, av8ak pfi nepfiznivych
podminkach kterékoli faze vyvoje maze trvat déle. Dospéla nenasata samitka ma
velikost 3-4 mm, zatimco samecek jen 2,5 mm (Heinz 2007). Optimalni podminky pro
aktivitu klistat I. ricinus jsou pfi teploté 18-25°C a vihkosti mezi 86 a 96 %. Tomu
odpovida sezénni aktivita klistat s maximem kvéten - Cerven a srpen - zafi (Daniel,
2007).



Obr. 1: Acarina, Ixodida, Ixodidae, Ixodes ricinus (klisté& obecné)

A — dospély samec, B — dospéla samice (nenasata), C — dospéla samice (nasata), GN — gnathosoma,
SC — scutum (Stitek), ID — idiosoma (Volf a Horak, 2007).

2.3 Virus klistové encefalitidy - charakteristika, zastupci

Virus klistové encefalitidy fadime do rodu Flavivirus a Celedi Flaviviridae (Mandl
a kol., 1997). V ramci rodu patfi virus KE do skupiny sav¢ich flavivird pfenasenych
klistaty, spole€né s dalSimi vyznamnymi lidskymi patogeny, napfiklad virem Louping

ill, Langat, Powasan, Omské hemoragické hore¢ky (Gritsun a kol., 2003).
Taxonomicky je virus KE ¢lenén na tfi subtypy (Ecker a kol., 1999):
= Subtyp 1 — evropsky, prototypovy kmen Neudoerfl, hlavni vektor I. ricinus

=  Subtyp 2 — dalnovychodni, prototypovy kmen Sofjin, hlavni vektor I.

persulcatus

= Subtyp 3 — sibifsky, prototypové kmeny Vasilchenko a Zausaev, hlavni

vektor I. persulcatus

Virové ¢astice (viriony) tohoto viru maji kulovity tvar o primeéru 50 — 60 nm. Jsou
tvofeny ikozaedralni nukleokapsidou obklopenou fosfolipidovou membranou. Genom
viru KE sestava z jednovlaknové RNA pozitivni polarity ulozené v kapsidé, ktera je
slozena z kapsidového proteinu C. Fosfolipidovy obal obsahuje dva virem kédované

proteiny, obalovy glykoprotein E a membranovy protein M (Mansfield a kol., 2009).

Protein E zprostfedkovava splynuti virové a buné&tné membrany interakci
s bunéCnymi receptory. V sav€ich hostitelich téz vyvolava tvorbu virus-

neutralizacnich protilatek, které maji dulezitou roli v protivirové imunitni odpovédi
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(Heinz a kol., 2000). Membranovy protein M, ktery se vyskytuje jen na zralych
extracelularnich virionech, vznika $tépenim prekurzoru prM (Rajéani a Ciampor,
2006).

Diky fosfolipidové membrané muize byt virus rychle inaktivovan pomoci

organickych rozpoustédel a detergentl (Russell a kol., 1980).

Optimalni pH pro infekénost viru je 8,4-8,8 (Karabatsos, 1980), jistou miru
infek&nosti si vSak zachovava v Sir§im rozmezi pH od 1,42 do 9,19 (Pogodina, 1958).
Prestoze v kyselém pH dochazi u E proteinu ke specifickym zménam snizujicim
infek&nost, viriony zlstavaji infekéni ve zkyslém mléce nebo v zalude€nich stavach.
Tato skute€nost vysvétluje, zZe se virus KE mUize pfenaset alimentarni cestou (Gritsun
a kol., 2003).

Virus KE Ize spolehlivé inaktivovat pasterizaci pfi 72°C (GreSikova a kol., 1960).
Pfi velmi nizkych teplotach vS8ak 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 vlhkosti 23—-80 % po
dobu alespori 6 hodin (Karabatsos, 1980). Naopak inaktivovany jsou kromé
pasterizace téz UV zafenim, gamma zafenim a dezinfek&nimi prostfedky (Gritsun a
kol., 2003).

2.4 Klistova encefalitida

2.4.1 Geografické rozsireni

Klistova encefalitida je endemicka pro stfedni a vychodni Evropu, Rusko a
Dalny Vychod (Dumpis a kol., 1999). HlaSené 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 klistat (Obr. 2).
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Obr. 2: Geografické rozsifeni Ixodes spp (Lindquist a Vapalahti, 2008 — upraveno)

Modra barva znazornuje vyskyt I. ricinus v zapadnich oblastech a $eda vyskyt I. persulcatus ve
vychodnich oblastech. Rozsifeni téchto dvou vektord se pfekryva v oblasti vyzna¢ené zelenou barvou.
Teckovana €ara znaci hranice endemické oblasti KE.

V Evropé bylo v letech 1991-2010 ro¢né podchyceno primérné 2 923
onemocnéni KE (Kunze a kol., 2012). Na tzemi Ceské republiky bylo mezi lety 1965
a 1992 zaznamenano 8 690 pfipadd onemocnéni KE (ro¢ni pramér 310). V letech
1993-2006 bylo zaregistrovano 8 674 pfipadl, ro¢ni prumér se tedy zvysil na 620
(Daniel a kol., 2008).

2.4.2 Prfenos viru

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 kopulaci (Dumpis a kol., 1999). DalSi moznosti
nakazy dosud neinfikovanych klistat je tzv. sousani (angl. ,co-feeding“). Sousani je
neviremicky pfenos nakazy z infikovaného na neinfikované klisté pfi spole¢ném sani
na stejném hostiteli, u kterého nemusi byt detekovatelna viremie (Labuda a kol.,
1993a; Gritsun a kol., 2003).

V pfirodnich ohniscich nakazy jsou hlavnimi hostiteli a rezervoary viru KE
drobni hlodavci (Dumpis a kol., 1999). DalSi zvifata, napfiklad ptaci, vysoka zvér a
skot, mohou byt virem také infikovana. Pro pfenos viru KE v pfirodé v8ak maji mensi
vyznam. Clovék je pouze nahodnym hostitelem a nesehrava Zadnou roli v cirkulaci

viru v pfirodé (Gritsun a kol., 2003).
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Clovék se nejcastgji infikuje virem KE pFi sani infikovaného klistéte. Dal$i
moznosti, i kdyZz méné cCastou, je pfenos viru alimentarni cestou po poZiti
nepasterizovaného mléka ¢i mlé&nych vyrobku od infikovanych zvifat (nejcastéji koz
a ovci). Byly popsany i vzacné pripady nakazy inhalacni cestou v laboratofi nebo
prostfednictvim krevni transfuze (Sutss 2003; Hubalek a Rudolf, 2007; Kfiz a kol.,
2009).

2.4.3 Projevy nakazy

Prabéh onemocnéni KE je ovlivnén Fadou faktortu. Velké rozdily mizeme
pozorovat u jednotlivych subtypt viru KE. Infekce evropskym subtypem se vyznacuje
dvoufazovym prubéhem s méné Castymi trvalymi nasledky a s umrtnosti 1-2 %. U
dalnovychodniho subtypu dochazi k jednofazovému priibéhu se vzacnym vyskytem
trvalych nasledkl, zato vS8ak s mnohem vyS$Si umrtnosti 5-60 %. Prubéh infekce
sibifskym subtypem byva Castecné dvoufazovy s Castymi trvalymi nasledky a se
sklonem k chronicité. Umrtnost se zde pohybuje mezi 1-3 %. (Gritsun a kol., 2003;
Charrel a kol., 2004; Gunther a Haglund, 2005)

Dale muze byt prabéh KE ovlivnén davkou viru KE, jez se dostala do organismu,

vékem, pohlavim, stavem imunity a genotypem hostitele (Rizek 2015a).

Dvoufazovy prabéh evropského typu onemocnéni byva pozorovan u 70 %
nemocnych. Po uplynuti inkubaéni doby, obvykle po 7-14 dnech, pfichazi prvni faze
KE. Ta se vyznacuje nespecifickymi pfiznaky podobnymi chfipce (horecka, bolest
hlavy a svall, nevolnost). Po zhruba tydennim obdobi bez pfiznaklh mize nastat
druha faze, kdy se objevuje silna bolest hlavy, horeCka a rizné formy meningitid
(meningitis, meningoencefalitis, meningoecefalomyelitis nebo
meningoencefalomyeloradiculitis). Tyto se projevuji nervovymi pfiznaky, jako
napriklad svétloplachost, dezorientace, zmény nalad, svalovy tfes, paralyza
kranialnich nervi a dychacich svall a paréza koncetin (Kaiser 1999; Lindquist a
Vapalahti 2008). Po prodélaném onemocnéni KE pretrvavaji pfiblizné u 26-50 %
pacientl dlouhodobé neurologické nasledky, u 10% z nich jsou tyto nasledky vazné
(Banzhoff a kol., 2008).

Podobny priibéh jako u ¢lovéka byva v pfipadé rozvoje onemocnéni sledovan
téz u psu. Dalsi zivo€iSny druh vnimavy k infekci je kini, ackoliv onemocnéni probiha
ve veétSiné pripadd asymptomaticky. U prezvykavci probiha infekce KE

asymptomaticky a nepfedstavuje tak zdravotni problém pro samotného nakazeného
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hostitele. Riziko nakazy vSak ohrozuje ¢lovéka v roli konzumenta mléka a mlé€nych

produktu infikovaného zvifete (Salat 2015)

2.4.4 Prevence alécba

Pfes dlouhodobé probihajici vyzkumy v této oblasti jesté nebyl vynalezen
ucinny Iék na infekci virem KE. Lécba spociva pouze v potlatovani pfiznak. U méné
zavaznych forem onemocnéni je mozné podavat pacientim pro zmirnéni pfiznaku
paracetamol, aspirin, nebo jiné nesteroidni protizanétlivé léky. U tézkych pfipadu je

mozné podani kortikoid(l (Dumpis a kol., 1999).

Jedinou moznosti ochrany proti KE tedy zUstava prevence. Riziko nakazy mize
byt sniZzeno obecnymi preventivnimi oparenimi, jako je napfiklad noSeni vhodného

obleceni, pouzivani repelentl a prohlidka téla po navratu z mist s vyskytem klistat.

Nejuc€innéjSim preventivnim opatfenim je v8ak aktivni imunizace. V sou€asné
dobé pouzivané moderni vakciny jsou bezpecné a vysoce uc€inné (ucinnost 95-99 %)
(Heinz a kol., 2007). V Evropé jsou dostupné dvé vakciny zaloZzené na evropskych
kmenech 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 polovicni mnozstvi oCkovaci latky (Charrel a kol. 2004). VSechny tyto
vakciny obsahuji viry KE pomnozZené v burnikach kufecich embryi, inaktivované
formaldehydem a precisténé. Vakciny jsou ucinné proti vSem tfem subtypim viru
(Banzhoff a kol., 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 a kol., 2011).

2.5 Metody infekce klist’at v laboratornich podminkach

PFi experimentalnich infekcich klistat obecné je velmi dulezité pochopeni
zivotniho cyklu klistat, jejich optimalnich Zivotnich podminek a pfirozenych zplsobu
nakazy patogeny. Snahou je co nejvice pfizpUsobit podminky v laboratornim chovu

klistat tém pfirozenym. Téz pfi provadéni vlastnich experimentalnich infekci klistat je
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kladen dUraz na co mozna nejpfirozenéjsi zpusoby infekce patogeny (Bonnet a Liu,
2012).

Experimentalni infekci klistat v laboratornich podminkach jiz byla vénovana

fada praci, které se zabyvaji ndkazou viry, bakteriemi i parazity. Nékteré metody jsou

I S jejich pozitivy a negativy shrnuty v Tab. 1

Infection Frequency Tick species Pathogens Key references Major strengths Major weaknesses
method of use studied
Direct feeding Many I. ricinus B. divergens Joyneret al., 1963 Physiologically Expensive; Ethical
on the host studies D. andersoni A. marginale Kocan et al. , 1986 realistic; Relatively ~ considerations;
R. appendiculatus T. parva Bailey, 1960 easy set-up; Ability  Inability to quantify
) to infect a large infective dose;
A. variegatum T. mutans Young et al., 1996 y £ .
quantity of ticks Restricted use for
A. hebraeum C. ruminantium  Heyne et al. , 1987 st hade
L ricinus B. birtlesii Reis et al., 2011a
Injection Few studies R. appendiculatus  T. parva Jongejan et al., 1980 Ability to quantify  Physiologically
D. andersoni A. marginale Kocan et al., 1996 infective dose unrealistic; High tick
mortality; Live
L scapularis B. burgdorferi Kariu et al. , 2011 R -
(ethical and logistical
considerations)
Capillary Many D. andersoni L. pomona Burgdorfer, 1957 Natural infection Difficult set-up; Live
studies R. appendiculatus  T. parva Purnel et Joyner, 1967 Toute; Ability to animals needed
quantify infective  (ethical and logistical
I ricinus B. burgdorferi Monin et al. , 1989 Apise considerations);
A. variegatum Dugbee virus Booth et al. , 1991 Ingestion of blood
R. sanguineus E. chaffeensis Rechav ef al., 1999 and pathogen not
D. variabilis A. marginale Kocan et al., 2005 SHRlEneous
D. variabilis R. montana Macaluso ef al. , 2011
Membrane Many A. variegatum T. mutans Voigt et al., 1993 Natural infection Daily change of the
i i studi ; ) i f  blood (and risk of
(aniinalpkinn, SHidies R. appendiculatus  B. ruminantium  Young et al. , 1996 route; Ingestioniol a9 (.?n ‘ns 2
or silicone " blood and pathogen contamination);
shratio) R. appendiculatus T. parva Wallade et al. , 1993 S NEHBEE
I. ricinus B. divergens Bonnet et al. , 2007 Ability to quantify  preparation

I ricinus

B. henselae

Cotté ef al. , 2008

infective dose; No
need for live
animals; Ability to
infect a large
quantity of ticks

required; Olfactory
stimuli sometimes
required (for non-

animal membranes)

Tab. 1: Hlavni silné a slabé stranky experimentalnich metod infekce klistat

patogeny (Bonnet a Liu, 2012).
Uvedeny klicové modely klistat a patogent se souvisejicimi odkazy.

Kromé zde uvedenych metod (infekce sanim na hostiteli, injekci, sanim
z kapilary a sanim pfes membranu) se k experimentim pouziva imerzni metoda
infekce a infekce sousanim. Jednotlivym zpUisoblm experimentalni infekce patogeny

jsou vénovany nasledujici kapitoly.

14



2.5.1 Infekce sanim na hostiteli

Vyuziti pfirozenych hostitelt pro infekci klistat lidskymi patogeny je volbou pro
ziskani podminek nejblizsich fyziologické realité pfenosu. Chov zvifecich hostitelt a
manipulace s nimi je vSak nakladna a slozita, nékdy dokonce nemozna. V nékterych
pfipadech, zejména pokud jde o volné Zijici zivoCichy, neni mozné vyuziti pfirozenych

hostitelll specifickych pro nékteré patogeny prenasené klistaty.

Touto metodou je mozné infikovat velké mnozstvi klistat vdech stadii. Nelze
vSak urcit mnozstvi patogent pfijaté b&éhem sani a tim je znemoznéna standardizace
experimentalnich podminek. Také muze byt nékdy slozité synchronizovat parazitémii,
bakteriemii Ci virémii hostitele se sanim klistat. V neposledni fadé je nutné zminit
etické hledisko. Vzdy je Zadouci omezeni pouziti laboratornich zvifat a hledani

alternativnich postupu.

V laboratofich jsou pro tento zpusob nakazy klistat patogeny nejCastéji
vyuzivani kralici a mysi, nékdy i vétsi zvifata, jako jsou telata a ovce (Bonnet a Liu,
2012). Priklady experimentalnich infekci klistat rodu Ixodes i s jejich hostiteli ukazuje
Tabulka ¢&. 2.
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|. muris Borrelia burgdorferi | mys Dolan a kol., 2000
. ricinus Babesia divergens skot Joyner a kol., 1963

Donnelly a Peirce, 1975

Lewis a Young, 1980

Babesia divergens piskomil Lewis a Young, 1980;
Mackenstedt a kol., 1990

Borrelia bugdorferi my$ Dolan a kol., 1998
Borrelia garinii
Borelia afzelii
Borrelia bugdorferi my$ FiSerova a kol., 2008
Borrelia garinii
Borelia afzelii
Bartonella birtlesii my$ Reis a kol., 2011
Bartonella birletsii my$ Liu a kol., 2013
Bartonella henselae

I. scapularis Borrelia bugdorferi my$ Dolan a kol., 1998
Borrelia garinii
Borelia afzelii
Borrelia burgdorferi my$ Burkot a kol., 2001
Ehrlichia muris my$ Saito a Walker, 2015

Tab. 2: Pfiklady experimentalnich infekci klistat rodu Ixodes sanim na hostiteli.

Uvedeny pfiklady druht klistat, patogen( a hostitelll pouZitych pfi experimentélnich infekcich klistat

rodu Ixodes se souvisejicimi odkazy.

2.5.2 Infekce sousanim

Kromé predchozi techniky infekce sanim na viremickém hostiteli se
k experimentalni infekci patogeny pouziva metoda spole¢ného sani infikovanych a
neinfikovanych klistat na neviremickém hostiteli. Ackoli jde pFfedevSim o virové

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

PFi téchto experimentech je vyuzivano zjisténych poznatk(i o sousani. Jak
ukazuje napf. prace Labudy a kol. (1996), sousani ma velky podil na pfenosu viru a

jeho cirkulaci v pfirodé.

Principem metody je infikovat neinfekéni jedince sanim na hostiteli v blizkosti
infikovanych klistat. Klidtata pfi sani na hostiteli stfidavé saji krev a vylucuji sliny,
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které v pripadé infek¢nich jedincd mohou obsahovat patogen (Jones a kol., 1997;
Labuda a kol., 1993). Bylo zjisténo, ze kliSté béhem sani vyluCuje 30-50 % tekutiny
zpét do hostitele (Bowman a kol., 2008). Tato tekutina muze byt pfijata pfi spole¢ném

sani neinfikovanym kliStétem (Labuda a kol., 1993).

Tato metoda se ukazuje jako vhodny zpusob napodobujici pfirozenou cestu
infekce vS8ech stadii kliStat. Dochazi zde k synchronni infekci, neni vS8ak mozné
kvantifikovat infekCni davku patogena. K jejimu provedeni je nutné pouziti zivého
hostitele, u kterého vSak neni potieba navodit virémii (Labuda a kol. 1993, Randolph
2011; Slovak a kol., 2014).

Priklady experimentalnich infekci klistat rodu Ixodes sousanim ukazuje Tabulka
¢. 3.

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

. ricinus virus KE Labuda a kol., 1993a
Labuda a kol., 1993b
Slovak a kol., 2014
Borrelia burgdorferi Gern a Rais, 1996
Tab. 3: Priklady experimentalnich infekci klistat rodu Ixodes sousanim.

Uvedeny pfiklady druht klistat, patogen( a hostitelll pouZitych pfi experimentalnich infekcich klistat

rodu Ixodes se souvisejicimi odkazy.

2.5.3 Infekce sanim pres membranu

Tato technika spociva v sani krve nebo kultivaéniho média s pfidavkem
patogena pfes membranu. Membrana muze byt ZivociSného nebo umélého plvodu.
Z zivoCisnych jmenujme napfiklad bunénou membranu z kufecich embryi, kGzi
skotu, kralika, mysi a piskomila. Uméla membrana muize byt vyrobena napfiklad ze

silikonu.

Metoda infekce sanim pfes membranu je dalSim ze zpUsob blizicim se pfirodni
cesté infekce. Umoziuje simultanni pfijem krve nebo média a patogena, u kterého je
mozné kvantifikovat infekéni davku. DalSi vyhodou je moznost nakazeni velkého
poCtu klistat bez pouZiti Zivého hostitele. Tato metoda vSak vyzaduje pfipravu
membrany a nékdy (v pfipadé pouziti membrany z umélého materialu) i Cichovych

podnétl. Jako Cichovy podnét muze byt pouzita atmosféra s obsahem CO. mezi 5 a
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10 %, srst nebo vlasy hostitelu, klistéci vykaly nebo uméle vyrobené feromonoveé

smési (Bonnet a Liu, 2012).

Pfiklady experimentalnich infekci klistat rodu Ixodes sanim pfes membranu i

s druhy pouzitych membran ukazuje Tabulka €. 4.

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

. ricinus Borrelia divergens kGize piskomila | Bonnet a kol., 2007
Bartonella henselae | a kralika Cotte a kol., 2008
Anaplasma silikon Robinson a kol., 2010
phagocytophylum
bluetongue virus silikon Bouwknegt a kol., 2010
Bartonella birletsii kdaze kralika Liu a kol., 2013
Bartonella henselae

I. scapularis | Borrelia burgdorferi mysi kize Burkot a kol., 2001

Tab. 4: Priklady experimentalnich infekci klitat rodu Ixodes sanim pfes membranu

Uvedeny pfiklady druht klistat, patogen( a hostitelll pouZzitych pfi experimentalnich infekcich klistat

rodu Ixodes se souvisejicimi odkazy.

2.5.4 Infekce sanim z kapilary

Tato metoda téz vyuziva pfirozenou cestu nakazy klistéte pres ustni ustroji a
travici trakt. Kapilara s patogenem v roztoku média je klistéti nasazena na ustni
ustroji, ¢imz je umoznéno klistéti patogena nasat a nasledné se infikovat (Bonnet a
Liu, 2012).

Vyhodou metody je, Ze umozriuje pfijem média a patogena, u kterého je mozné
kvantifikovat infekéni davku (Bonnet a Liu, 2012). Klisté vSak touto technikou pozije
velmi malé mnozstvi tekutiny (1-3 pl), protoZe sani z kapilary pro néj neni pfirozeny
zpUsob krmeni (Burgdorfer 1957; Rechav a kol., 1999). Jsou zde téZz 3patné
replikovany pfirodni pfenosové podminky. Klisté muze touto technikou pfijmout velké
mnozstvi patogena bez krve. Za normalnich okolnosti je vSak patogen klistétem
absorbovan po celou dobu sani na hostiteli, kdy jiz u kliStéte zaCalo traveni.

DalSi nevyhodou je nutnost alespon ¢asteCného nasati kliStat na pfirozeném
hostiteli, a to pfed nebo po sani z kapilary. Tato metoda tedy neumoziiuje klistéti
simultanni pfijem krve a patogena a k jejimu provedeni je potfeba zivych zvifat
(Bonnet a Liu, 2012).
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Priklady experimentalnich infekci klidtat rodu Ixodes sanim z kapilary ukazuje
Tabulka €. 5.

I. hexagonus bluetongue virus Bouwknegt a kol., 2010
. 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: Priklady experimentalnich infekci kliStat rodu Ixodes sanim z kapilary

Uvedeny pfiklady druht klistat, patogen( a hostiteld pouzitych pfi experimentalnich infekcich klistat

rodu Ixodes se souvisejicimi odkazy.

2.5.5 Infekce injekci

Infekce klistat pfimym ockovanim pfes kutikulu nebo analni otvor neodpovida
pfirozené cesté nakazeni klistéte patogenem (pfes Ustni Ustroji do traviciho traktu
béhem sani krve) (Bonnet a Liu, 2012). Tento rozdil mize mit zavazné dusledky pro
vyvoj patogena, zvlasté kdyz tento patogen prochazi nékolika vyvojovymi stadii
v klistécim stfevé (Chauvin a kol., 2009). V dusledku nepfirozené cesty této infekce
muze byt téz obtizné vysledky experimentl vztahovat k pfirozené nakaze (Bonnet a
Liu, 2012).

Tato technika umozriuje kvantifikovat infekéni davku (Bonnet a Liu, 2012), neni
vS8ak prakticka pro béznou infekci klistat patogeny z divodu vysoké umrtnosti
infikovanych klitat (Rechav a kol., 1999). ZvySeni miry preziti klistat vyZzaduje po

infekci jejich nasati na pfirozenych hostitelich (Bonnet a Liu, 2012).

Co se ty€e transstadialniho prenosu patogent v klistéti, ukazalo se, ze pfi
vyuziti této metody muze byt prevalence viru KE po pfeméné klistat do dalSiho stadia

daleko vy$Si nez pfi infekci pfirozenou cestou (Slovak a kol., 2014).

PFiklady experimentalnich infekci klidtat rodu Ixodes injekci ukazuje Tabulka €.
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. ricinus virus KE Labuda a kol., 2006
Slovak a kol., 2014
I. scapularis Borrelia burgdorferi Kariu a kol., 2011

Tab. 6: Priklady experimentalnich infekci klistat rodu Ixodes injekci

Uvedeny pfiklady druh klistat, patogen( a hostiteld pouzitych pfi experimentalnich infekcich klistat

rodu Ixodes se souvisejicimi odkazy.

2.5.6 Infekce imerzni metodou

Tato technika spociva v ponofeni klistat do média obsahujiciho patogen.
Vyuziva pfirozenou schopnost klistat — zachovani rovnovahy vody aktivni absorpci.
Tento mechanismus probiha u nenasatych klistat pfes ustni dutinu (Rudolf a Knulle,
1974). Imerzni metoda je tedy dal8i z metod bliZicich se pfirozené nakaze. Pouziva
se nejcastéji u larev, pfiCemz je mozno synchronné nakazit velké mnozstvi jedincu.
Tato metoda nevyzaduje Zadné specialni vybaveni, k jejimu provedeni je vSak
potfeba Zivych zvifat (sani krve po infekci). Nespornou vyhodou je snadné provedeni
experimentu a reprodukovatelnost podminek infekce. (Policastro a Schwan, 2003;
Mitzel a kol., 2007; FiSerova a kol., 2008).

Priklady experimentalnich infekci klistat rodu Ixodes imerzni metodou ukazuje
Tabulka €. 7.

l.ricinus Borrelia bugdorferi FiSerova a kol., 2008
Borrelia garinii
Borelia afzelii

I. scapularis Borrelia burgdorferi Policastro a Schwan, 2003
Langat virus Mitzel a kol., 2007

McNally a kol., 2012

Rickettsia monacensis Baldridge a kol., 2007

l.sinensis Rickettsia monacensis Ye a kol., 2014

Tab. 7: Priklady experimentalnich infekci klistat rodu Ixodes imerzni metodou

Uvedeny priklady druhu klistat, patogen( a hostiteld pouzitych pfi experimentalnich infekcich klistat
rodu Ixodes se souvisejicimi odkazy.
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3 Material a metody

3.1 Laboratorni zvirata

3.1.1 Klistata

Klistata Ixodes ricinus (larvy, nymfy, dospélci) pouzita pro experiment
pochazela z chovu kli$tat Parazitologického Gstavu BC AV CR, v.v.i.. Klistata byla
chovana v konstantnich podminkach pfi vihkosti 98 %, teploté 24 °C a svételném
rezimu nastaveném na 15 hodin svétla a 9 hodin tmy. Tato kliStata byla prvni generaci
odchovanou v laboratofi, plvodné byla ziskana ze sniSek dospélych samic

odchycenych v pfirodé.

3.1.2 Mysi

Pro experimenty byly pouzity SPF (specific-pathogen-free) samice mysi kmene
BALB/c a C3H/HeN, 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 podminkéach pfi 22 °C a relativni vlhkosti 65 %.
Chov mysi probihal v plastovych boxech s podestylkou ve formé dfevénych hoblin.
MySi mély neomezeny pristup k pitné vodé a kompletni potravé v podobé suchych

pelet.

3.1.3 Morcata

Pro experimenty byla pouzita mor€ata odchovana v Laboratornich chovech

Parazitologického ustavu Biologického centra AV CR, v.v.i..

3.2 Virus klistové encefalitidy

Pro experimentalni infekci klistat byly pouzity dva kmeny viru KE, kmen

Neudoerfl a kmen Hypr. Oba kmeny vird byly uchovavany ve formé 20 % mozkové
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suspenze pfi -70 °C. Manipulace s témito patogeny probihala sterilné v boxu
s laminarnim proudénim (Esco Airstream Class IlI) za pfisnych bezpecnostnich
podminek (BSL2).

3.2.1 Neudoerfl

Jedna se o prototypovy kmen evropského subtypu, ktery byl izolovan v roce
1971 v Rakousku z klistéte Ixodes ricinus (Mandl et al., 1988). K experimentiim byla

pouzita 4. a 5. pasaz viru v mozcich sajicich mysek.

3.2.2 Hypr

Tento kmen byl puvodné izolovan z krve 10letého ditéte s diagnézou KE v roce
1953 v Ceské republice. K experimentdm byla pouZita 7. pasaZz viru v mozcich

sajicich mysSek.

3.3 Bunécna linie PS

Bunécna linie PS (angl. porcine kidney stable; prasedi ledvina) byla v této praci
pouzivana pro plakovou titraci. 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 ug/ml) (v8e Biosera) pfi 37°C
v kultivanich lahvich (TPP).

Pro pasaz byly burnky vzdy uvolnény pomoci suché trypsinizace. Ta byla
provadéna dvojim oplachem sterilnim PBS (,phosphate buffered saline®, Biosera) a
poté pfidanim dvakrat 1 ml trypsinizaéni smési (0,02% trypsin a 0,02% EDTA v PBS).
Po wyliti posledniho roztoku byla lahev ulozena do termostatu nastaveného na 37°C.
Po nékolika minutach, kdyz byly bufiky uvolnény, bylo do lahve pfidano 5 ml média.
Bunécna suspenze byla pfipravena promichanim média a uvolnénych bunék pomoci

pipety. Vlastni pasaz byla provadéna nafedénim suspenze do Cerstvého media.
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3.4 Infikovani klist’at

3.4.1 Infekce imerzni metodou

3.4.1.1 Imerzni metoda Neudoerfl

Tato metoda (Mitzel a kol., 2007) byla vyvinuta k synchronni infekci larev klidtat
Ixodes scapularis ponofenim do média obsahuijici virus Langat. Metoda ma pavod
v experimentalni imerzni infekci larev |. scapularis bakteriemi Borrelia burgdorferi
(Policastro a Schwan, 2003). Pro potfeby této prace byla metoda vyzkouSena

s larvami kliStat I. ricinus a s virem Neudoerfl.

Pfedem byly pfipraveny dvé samice mysi kmene C3H/HeN. MySim byla
oholena srst z ¢asti hfbetu. Na oholenou oblast byl pfilepen specialné vyrobeny

kloboucek, ktery byl jesté dale zafixovan naplasti.

Larvy . ricinus byly udrzovany pfi laboratorni teploté a relativni vihkosti 98 %
v mistnosti s 15 h: 9 h cyklem svétlo: tma. Pfed vlastnim experimentem byly larvy
vystaveny 1 h snizené vlhkosti — 65% relativni vihkost. Bylo pouzito cca 200 larev |I.

ricinus.
Infekce probihala v laminarnim boxu za pfisnych bezpeénostnich podminek.

Do dvou mikrozkumavek typu Eppendorf bylo napipetovano 250 ul kompletniho
média L15. Poté bylo do obou mikrozkumavek pfidano po cca 100 kusech larev I.
ricinus. Déle bylo napipetovano 250 ul viru KE kmene Neudoerfl o titru 2 x 107 PFU/m|
do jedné mikrozkumavky. Celkové mnozstvi viru zde bylo tedy 5 x 10° PFU. Do druhé
mikrozkumavky bylo pfidano 250 yl kompletniho média L15. Tato zkumavka slouZila
jako negativni kontrola. V8echny oznacené zkumavky byly uloZeny do termostatu na
45 min pfi 34°C, pficemz byly kazdych 10 min jemné& promichany. Po inkubaci byly
larvy 2 min chlazeny na ledu. Zchlazené larvy byly centrifugovany pfi 200 g po dobu
30 s a poté dvakrat promyty vychlazenym roztokem PBS (500 pul). Po promyti byly

larvy osu8eny prouzky filtracniho papiru o velikosti cca 0,2 x 3 cm.

Do jedné hodiny po promyti byly obé skupiny larev zvlast nasazeny na mysi
kmene C3H/HeN. Pfipravené mysi byly vloZzeny do specialné vyrobené draténé sitky
s otvorem na kloboucCek. Po vloZeni larev byly klobou€ky zaviCkovany zatkami
z perforovaného plastu, které zamezily uniku larev a zaroven zajistily sajicim larvam

pFiznivé mikroklima. Chovné nadoby s mysSmi byly ulozeny do vétSich nadob s vodou
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(cca 3 cm ode dna), aby se zcela zamezilo pfipadnému uniku larev do volného

prostoru.

Po tfech mésicich od nakazeni, kdy se jiz zlarev vyvinuly nymfy, byla

provedena homogenizace klistat v tfeci misce (metoda popsana nize).

3.4.1.2 Imerzni metoda Hypr

Pfi tomto experimentu jsme téz vychazeli z prace Mitzel a kol.(2007).

Larvy a nymfy I. ricinus byly udrzovany pfi laboratorni teploté a relativni vihkosti
98 % v mistnosti s 15 h: 9 h cyklem svétlo: tma. Pfed vlastnim experimentem byly
nymfy vystaveny 6 dni snizené (65%) vlhkosti. Larvy byly vystaveny 4 h snizené (65
%) vihkosti.

Infekce probihala v laminarnim boxu za pfisnych bezpeénostnich podminek.

Do ¢&tyf mikrozkumavek typu Eppendorf bylo napipetovano 150 ul kompletniho
média L15. Poté byla do mikrozkumavek rozdélena klistata. Pro infekci bylo pouzito
zvlast cca 70 larev a 40 nymf, pro negativni kontrolu zvlast cca 30 larev a 20 nymf.
Po pfidani 50 ul viru Hypr o titru 3,8 x 10 PFU/ml (celkové mnoZstvi viru zde bylo
tedy 1,9 x 10° PFU) k infikované skupiné a 50 ul kompletniho média L15 ke kontrole
byly vSechny oznagené zkumavky uloZeny do termostatu na 45 min pfi 34 °C, pfiCemz
byly kazdych 10 min jemné& promichany. Po inkubaci byla klistata 2 min chlazena na
ledu. Zchlazena klistata byla centrifugovana pfi 200 g po dobu 30 s a poté dvakrat
promyta vychlazenym roztokem PBS (500 ul). Po promyti byla klistata osuSena
prouzky filtraéniho papiru o velikosti cca 0,2 x 3 cm. lhned po vysu3eni byla klistata
pfemisténa do mistnosti s laboratorni teplotou a relativni vihkosti 98 % s 15 h: 9 h

cyklem svétlo: tma.

Po 12 dnech od infekce byla provedena povrchova desinfekce klistat a
nasledné jejich homogenizace pomoci pfistroje Tissue Lyser Il (metody popsany

nize).

3.4.2 Infekce sanim na viremickych mysich

Pfed vlastnim uskute¢nénim tohoto experimentu byla provedena zkouska

virémie, ktera poslouzila ke zjisténi dne, kdy maji mysi po infekci nejvyssi titr viru
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v krvi. Podle toho byla upravena doba nasazeni klidtat tak, aby byla synchronizovana
doba nejvysSi virémie s nejsilngjSim sanim kliStat. Timto by mélo byt dosazeno

nejlepsiho vysledku.

Na zkous$ku virémie i na vlastni pokus pfenosu infekce KE z mySi byly pouzity
mysi Balb/c samice 22 — 30 tydnu staré.

Zkouska virémie po subkutanni aplikaci virové suspenze byla provedena u 10
mySi. MySim bylo subkutanné podano 200 pl viru KE kmene Neudoerfl

(10* PFU/myS). Treti, Gtvrty, paty a Sesty den po infekci byly vzdy dvé mysi vykrveny.

Na zkousku virémie po intraperitonealni aplikaci byly pouzity 3 mysi. Témto
myS$im bylo intraperitonedlné podano 850 ul viru KE kmene Neudoerfl (5 x 10°

PFU/mys). Prvni, druhy a tfeti den po infekci byla vzdy jedna mys vykrvena.

Vzorky krve byly uchovany pfi -70°C. Nasledné byly tyto vzorky vySetfeny
plakovou titraci ve 24 jamkovém panelu. P¥i titraci bylo zjisténo, ze mySi po s.c.
aplikaci viru mély nejvyssi virémii &tvrty den a mysi po i. p. aplikaci viru tfeti den po

infekci.

Pro vlastni pokus infekce bylo pfedem pfipraveno 6 mysSi. MySim byla oholena
srst z ¢asti hibetu. Na oholenou oblast byl pfilepen specialné vyrobeny kloboucek,
ktery byl jesté dale zafixovan naplasti. Instalace klobouc€ku byla provedena v éterové

narkoze.

Dvéma mysim bylo aplikovano subkutanné 200 pl viru KE kmene Neudoerfl
(10* PFU/mys), dal$im dvéma mysim bylo aplikovano intraperitonealné 850 pl viru
KE kmene Neudoerfl (5 x 10° PFU/mys). Posledni dvé mysi slouzily jako kontrola,
jedné bylo aplikovano subkutdnné 200 pl média (L15 s 3% PTS), druhé
intraperitonealné 850 yl média (L15 s 3% PTS).

S ohledem na vysledek zkou$ky virémie, primérnou délku sani larev I. ricinus
(3— dny) a nymf I. ricinus (5-6 dni) a fakt, Ze kliStata saji nejvice ke konci sani na
hostiteli, bylo postupovano nasledovné:

Den po infekci byly na vSechny mySi nasazeny nymfy v po¢tu 10 nymf na mys.
Druhy den byly k nymfam pfidany larvy v poctu cca 50 larev na mys.

Sesty den po infekci byly vdechny larvy i nymfy nasaté a byly uloZeny pfi
laboratorni teploté a relativni vihkosti 98 % v mistnosti s 15 h: 9 h cyklem svétlo: tma.

Za Ctyfi tydny od nasati kliStat byla provedena homogenizace pomoci pfistroje

Tissue Lyser Il (metoda popsana nize) u ¢asti larev a nymf.

25



Po sedmi tydnech od nasati klidtat, kdy jiZ u vdech klistat doslo k pfeméné na
dal$i stadium, byla provedena povrchova desinfekce zbylych klistat a nasledné jejich

homogenizace pomoci pristroje Tissue Lyser Il (metody popsany nize).

3.4.3 Infekce sanim virové suspenze z kapilary

K tomuto experimentu bylo pouzito celkem 30 dospélych samic . ricinus, z toho

5 samic slouzilo jako kontrola.

Klistata byla jednotlivé pfipevnéna oboustrannou lepici paskou na
mikroskopicka podlozni skla dorsalni stranou téla nahoru. Poté byla jesté zajisténa

lepici paskou pFes hibetni ¢ast téla.

Pfedem bylo pfipraveno 300 pl virové suspenze (kmen Neudoerfl) smichanim
150 pl média (L15, 3% PTS, 1% ATB, 1% GL) se 150 pl viru KE o titru 1,8 x
10° PFU/mI. Celkové mnozstvi viru zde bylo tedy 2,7 x 108 PFU.

Virova suspenze o objemu 10 pl byla pro kazdé klisté pomoci kapilarni elevace
nasata do kalibrované mikrokapilary (Sigma). Kontrolnim klistatdm bylo podano
pouze kompletni médium L15 o stejném objemu. Kapilary s virovou suspenzi nebo
médiem byly nasazeny klistatim na hypostom a obé palpy. Kapilary byly jesté dale

zafixovany na podloznim skle pomoci modeliny.

Klistata s nasazenou kapilarou byla umisténa ve vihké komurce do inkubatoru
s 37 °C po dobu 20 h.

Poté byla klistata nasazena k CasteCnému dosati na morcata. Dvéma
morcatim byla oholena srst z ¢asti hifbetu. Na oholenou oblast byl pfilepen gumovy
kloboucek. Klistata byla umisténa dovnitf kloboucku (infekéni klitata na jedno
morce, kontrolni neinfekéni skupina na druhé morce), ktery byl poté uzavien
nalepenim prodysné tkaniny. Tato tkanina zamezila uniku klistat. Po Sesti dnech byla
CasteCné nasata klistata umisténa do mistnosti s laboratorni teplotou a relativni
vlhkosti 98 % s 15 h: 9 h cyklem svétlo: tma.

Dvanacty den po sani na mor€atech a dvacaty den po infekci byla u klistat
provedena povrchova desinfekce a nasledné jejich homogenizace pomoci pfistroje

Tissue Lyser Il (metody popsany nize).
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3.5 Detekce viru klistové encefalitidy v klistatech

3.5.1 Priprava vzorku

3.5.1.1 Povrchova desinfekce klist’'at

Tato metoda (Yoder a kol., 2003) byla pouzita k likvidaci povrchové mykofléry

klistat, ktera zpUsobovala kontaminace béhem detekce viru KE v klistatech.

Klistata (dospélci a nymfy maximalné po péti, larvy po padesati) byla umisténa
do sterilnich mikrozkumavek (Eppendorf). Desinfekéni roztok byl pfipraven
smichanim sterilni deionizované vody, ethanolu a 5% NaOCI v objemovém poméru
18:1:1. Vzdy 500 pl tohoto roztoku bylo pfidano ke klistatdm do kazdé
mikrozkumavky. Po dobu jedné minuty bylo s mikrozkumavkami jemné tfepano. Po
odsati desinfekCéniho roztoku byla klistata tfikrat promyta sterilni deionizovanou
vodou (1 ml). Poté byla klistata osusena prouzky filtraéniho papiru o velikosti cca 0,2

X 3 cm.

3.5.1.2 Homogenizace klist’at

Homogenizace byla provadéna dvéma zpusoby, pomoci tfecich misek nebo
homogenizacniho pfistroje Tissue Lyser Il (Quiagen). PFi pouziti homogenizace
pomoci tfecich misek doslo k rozetfeni jednotlivych nymf ve vychlazenych sterilnich
tfecich miskach s 300 pl kultivaéniho média L15. Druhy zplsob homogenizace
probihal takto: klistata (dospélci a nymfy po jednom, larvy po péti) byla umisténa do
sterilnich homogenizacnich zkumavek obsahujicich ocelovou kulicku (5 mm - Qiagen)
spole¢né s 50 ul kompletniho méda L15. Poté byla provedena homogenizace pomoci
pristroje Tissue Lyser Il po dobu 3 min pfi 30 Hz. Homogenizované vzorky byly
centrifugovany pfi 1000 g 3 minuty. Vzniklé homogenaty byly uloZeny pfi -70 °C pro

nasledné vySetfeni plakovou titraci.
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3.5.2 Plakova titrace

Tato metoda (de Madrid a Porterfield, 1969) se pouziva ke stanoveni infekénich
titrG arbovir(. Je zaloZzena na infekci bunék v suspenzi s naslednou kultivaci za
podminek dovolujicich vznik souvislé vrstvy bunék, ve kterém mnozici se virus vyvola

lokalizovany cytopaticky efekt viditelny po fixaci a obarveni jako plak.

V této praci byla titrace pouzita k prikazu viru KE v klistatech a ke kontrole titru

viru samotného.

Plakova titrace byla provadéna v laminarnim boxu v 24jamkovych panelech
(TPP). Vzorky k titraci byly pfedem pfipraveny homogenizaci v tfeci misce nebo
pomoci pristroje Tissue Lyser Il, jak je uvedeno u jednotlivych experiment. B&hem
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. Buriky
PS byly uvolnény z kultivaCni lahve pomoci suché trypsinizace a spocitany
v Burkerové komdurce. Po zjisténi poctu bunék byla bunétna suspenze narfedéna
médiem na poZadovanou koncentraci. Poté bylo do v3ech jamek (kromé& téch
s nefedénym vzorkem) pipetovano 180 ul média. Ze supernatantu jednotlivych vzorku
klistat bylo pfeneseno 200 ul do panelu a poté desitkové nafedéno. 20 ul virové
suspenze bylo pfidano k 180 pl média do prvni jamky a téZ nafedéno desitkovou
fadou. Jako negativni kontrola slouzila jedna nebo dvé jamky bez pfidani viru i
supernatantu z klistéte. Poté byla do v8ech jamek pfidana bunéfna suspenze PS
bunék v mnozstvi 300 ul na jamku. Obsah panelu byl promichan. Po &tyfhodinové
inkubaci pfi 37 °C a 0,5 % CO: byly jamky prekryty pfelivem z 2x koncentrovaného
kultivaéniho média L15 a 3% roztoku karboxymetylceluldzy (Sigma) v poméru 1:1. Po
nasledné inkubaci (5 dni pfi 37 °C a 0,5 % COy) byly panely nejprve oplachnuty ve
fyziologickém roztoku a poté barveny roztokem naftalenové Cerné (1g naftalenové
c¢erné, 60 ml ledové kyseliny octové, 13,6 g octanu sodného, doplnéno do 1 |

destilované vody) po dobu 45 minut.

Po oschnuti paneld byl pokus vyhodnocovan. V nejvyssim fedéni viru, v némz
doslo k vytvofeni jednotlivych izolovanych plaku, byl zjistén jejich poc€et. Vysledek byl
prezentovan v hodnoté PFU (plaque forming units), ktera vyjadfuje pocet virovych

Castic schopnych tvofit plaky v 1 ml.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Infekce imerzni metodou

4.1.1 Imerzni metoda Neudoerfl

Larvy . ricinus byly ponofeny do suspenze viru KE kmene Neudoerfl.

Po tfech mésicich od nakazeni, kdy se jiz z larev vyvinuly nymfy, byl virus KE
detekovan pomoci plakové titrace (Tab. 8). Bylo vySetfeno celkem 20 nymf, pozitivni

byl véak jen jeden vzorek. Usp&$nost nakazy touto metodou tedy byla 5 %.

vzorek €. PFU/ml
1 9,54 x 10*
Tab. 8: Mnozstvi viru KE v pozitivnich vzorcich klistat nakazenych imerzni metodou

Neudoerfl

Presto, Zze Mitzel a kol. (2007) ve své praci s virem Langat uvadi 100 %
Uspésnost metody pfi pouziti virové suspenze o titru 10’ PFU/mI, ndm se tohoto
vysledku dosahnout nepodafilo, i kdyZz bylo pouzito stejné mnozstvi viru. Jednim
z dlvodu se jevi pouziti jiného typu flaviviru, ktery v8ak podobné jako virus Langat
patfi do komplexu virl KE. DalSim divodem by mohla byt moznost, Ze se nakaza
v klistatech nepfenesla do dalSiho stadia, pfestoze Dumpis a kol. (1999) tvrdi, ze
jednou nakazené klisté si udrzi nakazu po cely zivot. Tuto teorii zpochybriuje studie
Slovaka a kol. (2014), ktera se zabyva m.j. transstadialnim pfenosem viru KE kmene
Hypr v Kklistéti. V této praci byly nymfy I. ricinus v 65 % infikovany sousanim
s infikovanymi dospélci (nainfikovanymi injekci), po pfeméné na dospélce jich vSak

zUstalo infekénich pouze 8,5 %.

4.1.2 Imerzni metoda Hypr

K tomuto experimentu byly pouzity larvy a nymfy I. ricinus, které byly ponofeny

do suspenze viru KE kmene Hypr.

Po 12 dnech od nakazeni byl virus KE v klistatech detekovan pomoci plakové

titrace (Tab. 9). Bylo vySetfeno 5 smésnych vzorku larev (po 5 larvach) a 5 nymf,
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z toho pozitivni byly 3 smésné vzorky larev a 3 vzorky nymf. Usp&$nost nakazy touto

metodou tedy byla 60 %.

vzorek €. PFU/mI

1 6,82 x 10*
2 2 x 10°

3 1,5x 103
vzorek €. PFU/mI

1 6 x 10°

2 7 x 10°

3 6,31 x 107

Tab. 9: Mnozstvi viru KE v pozitivnich vzorcich klistat nakazenych imerzni metodou
Hypr

Po neuspéchu s infekci klistat imerzni metodou kmenem Neudoerfl jsme se
rozhodli pokus zopakovat s pouZzitim jiného kmene viru KE — Hyprem. Tento kmen se
vyznacuje vyrazné vysSi virulenci v porovnani s prototypovym kmenem Neudoerfl
(Razek 2015b). Uspésnost tohoto pokusu byla velmi uspokojiva (60 %). Tento
vysledek se blizi zavéru prace Policastro a Schwan (2003), ktefi tuto metodu plvodné
vyvinuli k infekci larev I. scapularis bakteriemi Borrelia burgdorferi a dosahli 65 %
uspésnosti nakazeni. Kromé pouziti jiného kmene by dalSi pfi€inou lepSich vysledk
tohoto experimentu mohla byt delSi doba vystaveni klistat snizené vihkosti pfed
experimentem. V experimentu s kmenem Neudoerfl jsme vystavili larvy pred
ponofenim do virové suspenze 65 % vihkosti po dobu 1 h, zatimco v pfipadé imerzni
metody s kmenem Hypr jsme tuto dobu prodlouzili na 4 h. Nymfy jsme podobné jako
McNally a kol. (2012) vystavili této snizené vihkosti po dobu 6 dni pfed experimentem.
Také se potvrdilo, Ze touto technikou |ze nakazit i vy$Si stadia klidtat (Mitzel a kol.,
2007). Otazkou je, zda by byl virus v klistatech detekovan i po pfeméné na nymfy a

dospélce.

4.2 Infekce sanim na viremickych mysich

Larvy a nymfy . ricinus byly nasazeny k uplnému naséti na pfedem infikované
mysSi Balb/c. MySi byly infikovany subkutanné a intraperitonealné virem KE kmene

Neudoerfl.

Po 4 tydnech od nakaZeni byla u ¢asti larev a nymf provedena detekce viru KE

pomoci plakové titrace. Bylo vySetfeno 5 smésnych vzorku larev (po 5 larvach) a 5
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nymf po sani na mysi infikované subkutanné a stejny poc€et vzorku klistat po sani na

mysi infikované intraperitonealné.

Po sedmi tydnech od nasati klidtat, kdy jiZ u vSech klistat doslo k pfeméné na
dalsi stadium, byly na pfitomnost viru KE plakovou titraci testovany nymfy a dospélci.
Bylo vySetfeno 5 nymf a 5 dospélcl po sani na mysSi infikované subkutanné a stejny

pocet vzorkul klistat po sani na mysi infikované intraperitonealné.

Ze vSech vzorku nebyl pozitivni na infekci virem KE ani jeden, metoda tedy

nebyla Uspésna.

Presto, Ze tato metoda kopiruje pfirozenou nakazu klistat, je zavisla na viru,
ktery se replikuje v hostiteli, pfi€emz musi dosahnout dostate¢né urovné virémie pro
prenos na klisté (Chernesky, 1969). Moznou pfi¢inou neuspéchu by tedy mohla byt
nedostatecna uroven virémie u mysSi v dobé sani klistat. DalSi pfiCinou by mohla byt
mensi virulence kmene Neudoerfl oproti kmenu Hypr (Ruzek 2015b). Z ddvodu
Casové narocCnosti tohoto experimentu jiz nedoslo k jeho opakovani s virem KE

kmene Hypr.

4.3 Infekce sanim virové suspenze z kapilary

V tomto experimentu byly pouzity dospélé samice I. ricinus, kterym byla podana

suspenze viru KE kmene Neudoerfl pomoci kapilary nasazené na ustni ustroji.

Po 20 dnech od infekce byla u dospélct provedena detekce viru KE pomoci
plakové titrace (Tab. 10). Bylo vySetfeno 20 vzorkud, z nich bylo 15 pozitivnich.

Uspésnost nakazy touto metodou byla 75 %.
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vzorek ¢. PFU/mI

1 5x10°

2 3x10°

3 1,82 x 10*
4 8,5 x 10°
5 2,5 x 10°
6 8,64 x 10°
7 4,04 x 10*
8 2 x10°

9 6,36 x 10*
10 2 x 10%

11 8 x 10°

12 9,5x 10°
13 6,5 x 10°
14 8,18 x 10*
15 1 x 107

Tab. 10: Mnozstvi viru KE v pozitivnich vzorcich klistat nakazenych sanim virové

suspenze z kapilary

Vysledky tohoto experimentu se podobaji vysledkim metody, kterou pouzili
v roce 2010 Bouwknegt a kol.. Zde se snazili sanim z kapilary nakazit ¢tyfi druhy
kliStat celedi Ixodidae (I. ricinus, |. hexagonus, Dermacentor reticulatus a
Rhipicephalus bursa) virem bluetongue a Uuspésné se jim podafilo nakazit 20 z 24
klistat (83,3 %). Rozdilem v metodice m.j. bylo, Ze Bouwknegt a kol. (2010) nechali
kliStata EasteCné nasat na hostiteli (kralik) pfed sanim virové suspenze z kapilary. My
jsme v§ak umoznili klistatim se nasat na hostiteli (morce) az po sani virové suspenze
z kapilary, podobné jako v praci Kopeckého a Starikové (1998). V této praci bylo
pouZito sani z kapilary k nakazeni klistat Rhipicephalus appendiculatus virem KE
kmene Hypr. Stejné jako Bouwknegt a kol. (2010) jsme nechali klistata sat virovou
suspenzi pfes noc, na rozdil od prace Kopeckého a Starikové (1998), kde byly
kapilary s virovou suspenzi ponechany klistatim pouze dvé hodiny. Potvrdilo se, Ze
klistata timto zplisobem nasaji jen velmi malé mnozstvi tekutiny (Burgdorfer 1957;
Rechav a kol., 1999). V naSem pfipadé klistata nasala v experimentu 0 — 4 pl virové
suspenze, v praci Kopeckého a Starikové (1998) 1 — 4 ul. To ukazuje, Ze prodlouzZeni
doby sani z kapilary nema vliv na objem pfijaty kliStétem. Negativni vzorky z naSeho
experimentu by se daly vysvétlit tim, Ze néktera klistata nenasala Zadné mnoZzstvi
virové suspenze. V tomto uspofadani experimentu je vdak nutno brat v ivahu mozny

pfenos viru z infikovanych na neinfikovana kliStata béhem sousani na hostiteli.

32



4.4 Porovnani pouzitych metod experimentalni infekce

Vtéto praci byly vyzkouSeny d&tyfi metody infekce kliStat virem KE
v laboratornich podminkach: imerzni metoda s pouzitim kmene Neudoerfl, imerzni
metoda s pouzitim kmene Hypr, infekce na viremickych mySich a infekce sanim virové
suspenze z kapilary. Tyto metody jsou velmi specifické, liSi se napfiklad zpusobem
provedeni, druhem pouzitych stadii klistat, typem aplikace virové supenze klistéti
a Casem detekce infekce v klistatech. VSechny tyto aspekty mohou vyrazné ovlivnit
vysledek experimentll a maji vliv také na vyuziti infikovanych klistat v laboratofi

k dalSim experimentiim.

Pro vizualni srovnani uspésnosti metod byl vytvofen Obr. 3. Toto srovnani je

v8ak relativni s ohledem na jiz zminéné velké rozdily v jednotlivych metodach.
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Obr. 3: Pocet pozitivnich vzorku (v %) u klistat infikovanych jednotlivymi metodami

Metoda A - Infekce imerzni metodou - Neudoerfl, metoda B - Infekce imerzni metodou - Hypr, metoda
C - Infekce sanim na viremickych mySich, metoda D - Infekce sanim virové suspenze z kapilary.
Imerzni metoda v pfipadé pouziti kmene Neudoerfl nebyla pfili§ uspésna (5 %),
pfi pouziti kmene Hypr vSak uspésnost vyrazné vzrostla (60 %). Tato metoda by se
mohla v laboratofi s uspé&chem pouZzivat k nakazeni klistat virem KE, protozZe je to
velmi jednoducha technika synchronni infekce kliStat vyuzivajici pfirozenou cestu
Sifeni patogena v klistéti. Protoze pfedpokladame transstadialni pfenos viru KE,
mohou najit larvy infikované touto metodou uplatnéni pfi vyzkumu i po pfeméné do

dalSich stadii. Imerzni metodu jsme pouzili i kinfekci nymf virem KE. V praci
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Broadwater a kol. (2002), ktera se zabyva infekci nymf |. scapularis bakteriemi

Borrelia burgdorferi bylo dosaZzeno az 70 % uspésnosti nakazeni.

Metoda infekce sanim na hostiteli v naSem pfipadé zcela selhala, u Zzadného

z vzorkl se nakazu nepodafilo detekovat.

Posledni metodou, kterou jsme vyzkou3eli, byla infekce sanim virové suspenze
(75 %). Klidtata infikovana touto metodou v8ak maji omezené pouziti v laboratofi,
nebot jde o dospélce, Cili posledni vyvojové stadium klistéte. Prace Danielové a
Holubové (1991) ukazuje, ze prevalence viru KE u larev vyvinutych z vajicek
infek&nich samic je mensi nez 1 %. Stejna prevalence viru KE (<1 %) byla prokazana

také v larvach v pfirodé pfed sanim na viremickém hostiteli (Danielova a kol., 2002).

5 Zaver

Cilem prace bylo porovnat rizné metody infekce kliStat Ixodes ricinus virem KE,
konkrétné infekci klistat virem imerzni metodou, sanim virové suspenze z kapilary a
sanim klistat na viremickych mysich.

Pomoci jednotlivych metod bylo dosazeno téchto vysledka uspésnosti infekce
klistat:

infekce imerzni metodou Neudoerfl — 5 %

infekce imerzni metodou Hypr — 60 %

infekce sanim na viremickych mysSich — 0%

infekce sanim virové suspenze z kapilary — 75%

Kazda ztéchto metod je vysoce specificka. Pfes neuspéch u dvou
vyzkousenych metod Ize fici, Ze se nam podafilo dosahnout vysoké prevalence viru
KE v klistatech, ktera mohou byt s ohledem na zplsob infekce vyuzita k dalSim
experimentim. Dosazené vysledky a zjiSténé skuteCnosti vSak otevrely dalsi otazky,

které mohou byt pfedmétem dalSich experimentu.
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