veda a vyzkum
CHOV a STUDIUM KLISTAT

Neprijemné roztoce, s nimiz se lidé s nelibosti museji vyporadavat po jarnich ¢i podzimnich
prochazkach, si v Ceskych Budéjovicich hyckaji. V Parazitologickém ustavu Biologického
centra AV CR jim dokonce i ,,vyvaruji“, jak se dozvime v nasledujicich prispévcich.
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Systematicky chov klistat vznikl v Parazitologickém
Ustavu BC AV CR v druhé poloving devadesa-
tych let minulého stoleti, kdy Ufad feditele zastaval
prof. Libor Grubhoffer. Tehdy pfiSel s myslenkou slou-
¢it sporadické chovy krev sajicich ¢lenovctll, rozmis-
téné mezi jednotlivé pracovniky Ustavu a studenty,
a vznikl tak novy post: laborant-technik chovu.

K tomuto ucelu jsme ziskali dosud ne-
vyuzivané prostory v budové zvéfince
véetné klimatizovanych boxu, které pu-
vodné slouzily k veterinarnim acellim.

Chov klistat sam je nejen pomérné
narocnou technickou zalezitosti, jez
vyzaduje regulaci teploty, vlhkosti, své-
telného rezimu, ale zejména mnohé
osobni zkuSenosti a dovednosti. Ty
jsme postupné ziskavali jak na nasem
pracovisti, tak navstévami v zahrani¢nich laboratofich,
které se chovem klistat dlouhodobé zabyvaji (napfiklad
Oklahoma State University, USA).

Pdvodné jsme se zaméfili na dva stézejni druhy: ev-
ropské klisté obecné — Ixodes ricinus a afrického klis-
taka Ornithodoros moubata. V poslednich 10 letech vy-
razneé vzrostl po€et vyzkumnych projektt zaméreny na
1. ricinus, a to predevsim kvuli jeho dllezitosti jako pre-
nasece viru klistové encefalitidy a lymské borelidzy,
coz prirozené vyvolalo tlak na zvySenou produkeci klis-
tat; pfestoze se pohybovala fadové ve stovkach do-
spélcu a tisicovkach nymf roéné, nebyla stale dostacu-
jici. Z tohoto dlvodu se v sezonnich mésicich doplfiuji
pocty klistat sbéry z pfirody, na nichz se vyznamné po-
dileji studenti Pfirodovédecké fakulty JU. Teprve ne-
davno se podafilo vyfesit problém dlouhodobého ucho-
vani dospélcl /. ricinus ziskanych sbérem.

Sortiment chovanych klistat se postupné rozsifil
o dalsi druhy na soucasnych 14 (Etyfi druhy rodu Ixodes,

dva rodu Dermacentor, dva rodu Haemophysalis, tfi druhy
rodu Rhipicephalus, dva rodu Hyalomma, jeden rodu Am-
blyomma a jeden druh klistaka Ornithodoros moubata).

Chov klistat by se neobeSel bez spoluprace se zvé-
fincem PAU BC AV CR. VyuZivaji se pro n&j pfedevsim
laboratorni morcata a kralici, zatimco mysi pro konkrét-
ni experimenty. Pro Uspésné nasavani klistat jsme mu-
seli vyresit techniku strojeni laboratornich zvifat, aby
uspésnost sani klistat byla co nejvyssi, a postupné se
tak snizovala potfeba Zivych zvirat. Dalsi cestou, kterou
Ize Eastecné vyuzit pro nékteré experimenty, je technika
krmeni in vitro na umélych membranach a hovézi krvi
(viz nasleduijici pfispévek Jana Pernera).

Laboratorni chov klistat je schopen dodat material
do laboratofe po cely rok. Mize nabidnout klistata pro-
sta patogend, nebo naopak infikovana (napfiklad kon-
krétnim kmenem borelie).

V souéasnosti pasobi v PAU BC AV CR nékolik od-
déleni, ktera se zabyvaji klistaty a jimi pfenasenymi ne-
mocemi, a jsou tak zavisla na pravidelné a spolehlivé
dodavce klistat pro své experimenty. Jde o nasledujici
pracovisté: Laboratof molekularni ekologie vektor(
a patogen( (pod vedenim Libora Grubhoffera), Labora-
tof imunologie vektord (Petr Kopacek), Laborator arbovi-
rologie (Daniel Rizek), Laboratof genomiky a proteomi-
ky vektord (Michalis Kotsyfakis), Laboratof Kklistaty
pfenasenych onemocnéni (Ondrej Hajdusek). Laborato-
fe se zapojuji do mezinarodnich i aplikovanych projektd,
z ehoz na Uspésném chovu klistat profituji dalSi zahra-
ni¢ni pracovisté vcetné firemniho vyzkumu.

Kromé vlastni produkce klistat poskytujeme ziskané
poznatky verejnopravnim médiim, ale tfeba i studen-
tim prevazné stifednich kol béhem Dnu otevienych
dveri. |

JAN ERHART,
Parazitologicky tstav BC AV CR, v. v. .

Membranové sani klistat

lternativou ke krmeni klistat na laboratornich zvi-
fatech je jejich membranové sani. Umélé (mem-
branové) sani ma jiz pomérné dlouhou historii ve vy-
zkumu biologie krev sajicich ¢lenovcl a zahrnuje Ska-
lu vice ¢i méné uspésnych experimentalnich matric:
od zvifecich vypranych stfivek, pfes uméla stfivka az
po Parafilm® nebo specidlni edice nelubrikovanych
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prezervativ(. Umélé sani je pomérné snadno provedi-
telné u krev sajiciho hmyzu, protoZe doba potfebna pro
plné dosati je relativné kratka, trva v fadu nékolika mi-
nut. Naopak u klistat, ktera saji na svém hostiteli i né-
kolik dni (v zavislosti na Zivotnim stadiu klistéte), pred-
stavuje doba potfebnd pro plné dosati vyraznou
metodickou komplikaci.



Uspé&sné zavedeni experimentalniho krmeni evrop-
ského klistéte Ixodes ricinus na umélych membranach
se podafilo pfed zhruba 10 lety vyvinout na univerzité ve
Svycarském Neuchatelu v laboratofi dr. Patricka Guerina.
V soucasnosti se metoda membranového sani klistat
s Uspéchem pouziva i v Parazitologickém Ustavu BC
AV CR v Ceskych Budgjovicich a vyuziva se jak pro
studium fyziologie klistat, tak i pfi experimentalnich
modelech pfenosu patogenu.

Membranové sani neni primamné uréeno k udrzovani
chovu klistat. SpiSe nabizi rozmanité spekirum experi-
mentalnich nastaveni, ktera nelze provést na zivych hos-
titelich. V Laboratofi imunologie vektorti PaU BC AV CR
je rutinné zaveden membranovy systém pro sani dospé-
lych samic kliStéte /. ricinus. Krmici systém se sklada ze
specialni tenké silikonové membrany, kterd umoznuje
proniknuti hypostom(l (adaptovaného Ustniho Ustroji klis-
tat) k defibrinované krvi. Klistata se lakaji k pfisati na
membrané pomoci zvlastnich ,parfému” extrahovanych
ze srsti zvifat. V sou€asnosti se systém optimalizuje i pro
nymfalni stadia (obr. 1), jez hraji nejvyznamnéjsi roli pfi
infekci kliStaty pfenaSenych patogena (Borrelia spp.,
Babesia spp., Anaplasma spp. aj.).

Dalsi vyzvou je vyvoj definovaného média pro klisté-
ci sani. Aktualné se vétsinou pouzivé defibrinovana ho-
vézi krev dodavana z jatek, u které Ize jen stézi zajistit
sterilitu a konstantni slozeni. Ur¢eni definovaného mé-
dia by umoznilo snaze porovnavat vysledky jednotli-
vych studii mezi laboratofemi a zaroven delSi sklado-
vani a okamzitou pfipravu.

Zakladni vyzkum orientujeme na dvé témata. Prvni
z nich se nazyva Co déla klisté parazitem? — jinymi slo-
vy, co si musi kliSté brat z hostitelské krve, aby mohlo
prezit a rozmnozovat se. Jelikoz si Ize jen tézko predsta-
vit, Ze by se odebiraly &i pfidavaly jednotlivé slozky krve
v zivém hostiteli, membranové sani nabizi dosud nepfi-
stupnou sérii pokusl ur€ujicich zavislost klistat na jed-
notlivych slozkéach krve. Definovani slozek kultivacnich
médii umoznilo i velky prdlom ve studiu jednobunécénych
parazitl. Tito parazité maji oproti svym volné zijicim pro-
t&jSkim Casto zredukované nékteré metabolické drahy
a spiSe spoléhaji na ziskavani potfebnych meziproduktt
ze svého hostitele. Zda se, ze i klisté ztratilo jednu dule-
zitou anabolickou drahu oproti neparazitickym pfibuz-
nym z fad rozto€l. Klistata si neumi vytvaret molekulu

hemu a tento Zivotné dllezity kofaktor mnoha enzym(
si berou vyhradné z hostitelské krve (hemoglobinu)
a transportuji ho do ostatnich tkani. Vysledky studie
zaloZzené na membranovém sani klistat na pIné krvi
nebo séru (obr. 2) shrnuje publikace, ktera je pravé
v recenznim fizeni.

Ovliviiovani aktivity nékterych imunitnich slozek v po-
travé umoznuje fesit i daldi problematiku: Jak se klisté
brani imunitni a zanétlivé odpovédi hostitele?. Je pozoru-
hodné, Ze klistata rodu Ixodes mohou séat na hostiteli az
deset dni, a presto je hostitel pomérné bezbranny pfi
snaze klisté vypudit. Existuje mnoho studii popisujicich
jednotlivé pochody imunitni obrany, které jsou indukova-
ny klistécim sanim. Klisté si ale zfejmé vyvinulo U¢inné
mechanismy, jak dané imunitni a zanétlivé rekce potlaco-
vat. Pravé realizovana studie (ve spolupraci s prof. José
Ribeirem z Narodniho Ustavu zdravi v USA — NIH/NIAID)
postupné rozkryva, do jaké miry modeluje hostitelska
imunita expresy proteint ve slinnych Zlazach klistéte,
které jsou nasledné ,plivany* do mista sani. Casté obmé-
fovani repertoaru sekretovanych slinnych proteinli zfej-
mé umoznuje kliStéti tak dlouhé setrvani na hostiteli. Dal-
§i experimentalni moznosti se nabizeji i pro studium
klistaty pfenasenych patogen(i a dynamiky prenosu.

Systém membranového sani dovoluje nejen realizovat
dosud experimentalné nepfistupné pokusy zakladniho vy-
zkumu, ale ma také znacény potencial v aplikované sfére.

V kontextu aplikované sféry bychom radi uplatnili
membranovy systém k testovani protiklistécich farmak.
Testovaci schémata umoznuji ovéfovani protiklistécich
repelentd, 1éCiv a vakcin, popfipadé latek branicich pre-
nosu klistaty pfenasenych patogenu. Testovani se usku-
te€riuje na membranovém sani, a tak testovany produkt
mUze pfi spinéni podminek ziskat certifikat NEtestovano
na zviratech vyhovuijici standarddm napfiklad Humane
Cosmetics Standard (HCS). |

JAN PERNER, MATEJ KUCERA, PETR KOPACEK,
Parazitologicky tistav BC AV CR, v. v. i.
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Membranové sani
nymf a dospélych
samic klistéte
Ixodes ricinus

Dospélé samice

l. ricinus nasaté
na plné krvy
(nalevo) nebo

na séru (napravo)



