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Zarizeni pro chov a testovani klist'at

Oblast techniky

Technické FeSeni se tyka zafizeni pro in vitro chov a testovani kli$tat pro védecké a farmaceu-
tické ucely.

Dosavadni stav techniky

Jediny efektivni zplsob testovani aktivity latek ovliviiujici sani klidt'at a/nebo pfenos patogeni je
v soudasnosti moZny jen za vyuZiti laboratornich zvifat, coz vyZaduje zna¢né finan¢ni naklady
pro jejich chov a manipulaci. Screening chemickych sloucenin a testovéni jejich proti-klistéci
aktivity je provadéno farmaceutickymi spole¢nostmi, a to interné nebo externé. K testovani kli§-
tat nejéastéji postupuji jen kandidatni latky nebo piipravky po jejich uspésnych testech na hmy-
zich modelech. Kviili zna&né fylogenetické vzdalenosti hmyzu a rozto€¢i mize byt mnoho slou-
&enin s potencialni proti-kli3t&ci aktivitou opomenuto. Absence laboratornich zvifat pfi vysoko-
kapacitnim screenovani je samoziejmé vyrazné pokrokové i z hlediska etiky.

Jiz delsi dobu jsou zavedeny fungujici membranové systémy sani pro koméry (Culex spp., dedes
spp.), mouchy tse-tse (Glossina spp.) nebo meékka klistata-klistaky (Ornithodoros spp.). U tvr-
dych kli$tat rodu Ixodes, hlavnich pfenaSetl lymské borelidzy a klidtové encefalitidy, bylo in
vitro membranové sani dlouho technologicky neproveditelné. Hlavnim tuskalim byla skuteCnost,
e ostatni krev-sajici ¢lenovei saji krev po dobu sekund aZ minut, zatimco u kli$t'at rodu Ixodes
jde o zaleZitost n&kolika dni, kdy u dosp&lé samice se jedna o dobu 7 aZ 10 dni, u nymfy 4 az
5 dni. Prvni zdafilé sestaveni membranového krmiciho systému pro dospéla klistata rodu Ixodes
ricinus bylo popsano vroce 2007 tymem prof. Patricka Guerina na Svycarské univerzite
v Neuchatelu. V publikované praci (Krober&Guerin “In vitro feeding assays for hard ticks”.
Trends in Parasitology 23: 445-449, 2007) se podafilo vyfesit tyto biologické obtiZe: (i) zacho-
véni kvality, resp. sterility krve po dobu az 10 dnii za pouZiti antibiotik pfidavanych do krve; (ii)
udrZeni nepropustnosti silikonové membrany i po jejim prokousnuti klistétem; (iii) zformulovéni
,jparfému, ktery 14k klidt'ata k prokousnuti silikonové membrény. Tento publikovany systém je
optimalizovan pro dospéla stadia klistéte a ma kapacitni limit deset kliStat na jedno krmitko pfi
dosaZené maximalni 70% -ni tisp&$nosti nasati.

Dosud popsan4 feseni obsahuji Fadu prvki, které uplné limituji nebo ¢4ste¢né omezuji moznosti
jejich primyslového vyuziti pro velkokapacitni chov nebo testovani klistat. Jednou z nevyhod,
patmych na obrazku zafizeni uvedeného ve zminéné publikaci, je nizky pocet kliStat, ktery lze
soudasné krmit. Dal$imi nevyhodami stacionarniho provedeni jsou: (i) expozice krmné krve stalé
teploté 37 °C, coZ pii absenci antibiotik podporuje rychly rozvoj bakteridlnich infekci a znehod-
noceni krmného mista; (ii) zp&tné vyluovani latek pfitomnych v klitécich slinach do krmitka,
které bez michéani zlstavaji koncentrované v misté sani a mohou ovlivnit chovéni, aktivitu sani
a zdravotni stav ostatnich klistat; (iii) nutnost ¢astého vymé&iovani krmné krve, a to nejmeéne kaz-
dych 12 hodin. P¥i primémé délce krmeni do plného nasati (8 az 10 dnf) toto vyZaduje znatné
néroky na obsluhu zafizeni a vyrazné zvySuje objem krmné krve, tedy 6,2 ml na denni davku pro
jedno krmitko a potaZzmo i mnoZstvi testovanych latek.

Ukolem technického feseni je vytvoteni zafizeni pro chov a testovani klist’at, které by odstratio-
valo vyse uvedené nedostatky, umozitovalo pouZiti zejména pro velkokapacitni chov nebo testo-
véni vétstho poétu klist’at, umoziiovalo pouZivani zafizeni po delsf dobu bez znehodnoceni krmné

krve a sniZeni narokii na obsluhu ve srovnani se zndmymi zafizenimi.

Podstata technického Feseni

Vyse uvedené nedostatky odstrafiuje zafizeni pro chov a testovani kliSt'at podle tohoto technic-
kého feSeni. Zatizeni zahrnuje alespoii jedno krmitko s membranou oddélujici prostor pro krm-
nou krev od prostoru pro krmeni klit’at. Sila membrany neboli jeji prokousnutelnost je piizpiso-
bena velikosti saciho Ustroji dospélct nebo nymf. Podstata technického feSeni spo€iva ve vytvo-
feni pritoéného krmitka, kde je prostor pro krmnou krev opatfen vstupem a vystupem umoznujict



15

20

25

30

35

40

45

CZ 31165 Ul

pritok krmné krve. Vstup a vystup jsou soudasti cirkulaéniho okruhu krmné krve, ktery dale za-
hrnuje Cerpadlo, chladici zafizeni pro chlazeni zasobniku krmné krve a pro potladeni mikrobial-
niho ristu a ohfevné zafizeni pro ohfev krve na krmnou teplotu. Priitoéné usporadani zatizeni
odstrafiuje veskeré nedostatky a problémy spojené se stacionarnim uspotadanim, tedy znehodno-
ceni krmné krve rozvojem bakteridlnich infekei & zpétné vyluCovani znehodnocujicich latek
pfitomnych ve slinich klist'at do krmitka.

Ve vyhodném provedeni cirkulaéni okruh déle zahrnuje odvzdustiovaci zafizeni, které je uspora-
déno pfed krmitkem. Odvzdustiovaci zafizeni je s vyhodou tvofeno prvni komorou pro jiméani
proudici kapaliny s pffvodnim a odvodnim otvorem a druhou komorou s odvzdusiiovacim prosto-
rem. Prvni komora a druhd komora jsou od sebe oddéleny membranou propustnou pro plyny.
Odvzdusiiovaci zafizeni zajidt'uje pfivod krmné krve do krmitka bez vzduchovych bublin, které
by mohly ovliviiovat schopnost pfisati klijtéte pfes membranu do prostoru pro krmnou krev &i
prerusit dobu sani klistéte v dobé chovu klistéte.

Cerpadlo zajiStuje cirkulaci krve a umoZiiuje nastaveni optimalni rychlosti pritoku, tedy jeji
pribéZnou vyménu v krmitku. Cerpadlo je ve vyhodném provedeni jednookruhové pro sériové
uspofadani cirkulatniho okruhu nebo viceokruhové pro paralelni usporadani cirkulaéniho okruhu.
Pfi sériovém usporadani cirkula¢niho okruhu muZe byt v cirkulaénim okruhu zapojeno i vice
pritoénych krmitek za sebou a krmné krev bude jednookruhovym &erpadlem pohanét krmnou
krev vemi priitoénymi krmitky, resp. celym cirkulainim okruhem. Vyhodou sériového zapojeni
cirkula€niho okruhu je men3i mnoZstvi rozvodnych systémi a snazsi kontrola toku. Pfi paralel-
nim uspofadani cirkula¢niho okruhu miZe byt v cirkulaénim okruhu zapojeno i vice pritoénych
krmitek vedle sebe, pfi€emz krmna krev bude poh4néna celym cirkulaénim okruhem pomoci
viceokruhového ¢erpadla. Ve vyhodném uspofadani je pouZito pomémé konstrukéné jednoduché
peristaltické Cerpadlo, které zajistuje velmi pfesné davkovani krmné krve do cirkulaéniho ok-
ruhu. Dal$imi vyhodami jsou jeho snadné &isténi a volitelnost odbérové rychlosti

Ve vyhodném uspofadani je krmitko tvofeno zdkladnim télesem, ve kterém jsou alespoii dva
shora oteviené prostory pro krmnou krev, navzdjem propojené vedenimi tvoticimi vstupy a vy-
stupy pro priitok krmné krve a alespoit dvéma odnimatelnymi télesy s prostory pro chov kliitat,
které jsou na své spodni strané uzavieny prokousnutelnou membrénou. Odnimatelna télesa jsou
umisténa ve shora otevienych prostorech pro krmnou krev tak, Ze prokousnutelnd membrana je
ponofena do krmné krve. Po prokousnuti membrany klistétem dojde k nasavani krmné krve klis-
tétem v misté, kde proudi krmna krev mezi jednotlivymi krmitky. S vyhodou je v zakladnim té-
lese vytvofeno Sest shora otevienych prostori pro krmnou krev. Diky tomuto uspotadéni, respek-
tive vét§imu poctu odnimatelnych téles umistitelnych do prostori pro krmnou krev, je moZné
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chovat a nasledné testovat vét¥i podet kli§tat a zafizeni se stava efektivn&jsi.

Kazdé odnimatelné t€leso ma ve vyhodném provedeni po obvodu ve své stfedové oblasti osazent,
jehoZz vnéjsi primér je v&tsi neZ vn&jsi primér shora otevieného prostoru pro krmnou krev pro
ponofeni prokousnutelné membrany do krmné krve ve shora otevieném prostoru pro krmnou
krev. Osazeni zajiStuje konstantni ponofeni prokousnutelné membrany u viech odnimatelnych
téles, nebot’ osazeni je na téchto t&lesech vytvoreno ve stejné vysce.

Vyhody zafizeni pro chov a testovani kli§tat podle tohoto technického feseni spocivaji zejména
v tom, Ze poskytuje moznost vyuZiti pro velkokapacitni chov nebo testovani kli§tat, tedy pro
vetsi pocet klistat, je moZné ho vyuzivat po delsi dobu bez znehodnoceni krmné krve a jeho na-
roky na obsluhu jsou znatelné mensi ve srovnani se zndmymi zatizenimi.

Objasnéni vykrest

Uvedené technické feSeni bude bliZe objasnéno na nasledujicich vyobrazenich, kde:
obr. 1 znazorfiuje pohled na sériové zapojeni cirkulaéniho okruhu zafizeni,
obr. 2 znazorfiuje pohled na paralelni zapojeni cirkulaéniho okruhu zatizeni,

obr. 3 znéazorfiuje pidorys krmitka se shora otevienymi prostory pro krmnou krev,
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obr. 4 znéazorfiuje podélny fez krmitkem se shora otevienymi prostory pro krmnou krev,
obr. 5 znézortiuje pti¢ny fez krmitkem se shora otevienymi prostory pro krmnou krev.

Piiklad uskuteénéni technického feseni

Zatizeni 1 pro chov a testovéani kli3t’at 2 ve stadiu dospélcti nebo nymf podle tohoto technického
fesent je tvofeno cirkulaénim okruhem 9, ktery sestava z krmitka 3, erpadla 10, chladiciho zafi-
zeni 11, ohfevného zafizeni 13 a odvzdusiiovaciho zafizeni 14. Funkci chladiciho zafizeni 11 je
uchovavani krmné krve 5 pfi niZ3i teplot®, kdy je obecné krev 5 stabilnéjsi. Ochlazeni krmné
krve 5 zaroveii eliminuje nékteré typy bakterii, které nejsou schopné pfi této teploté piezivat, coz
umoziiuje dlouhodobé pouZiti krmné krve 5 bez pfidani antibiotik, aniZ by se vlivem bakterialni
infekce kazila. Ke zvySeni stability krmné krve 5 je vhodné ochlazeni jiz o n€kolik stupiiii, pfed-
nostné je pouzivano chlazeni v rozmezi 0 az 10 °C. Misto kratkodobého ohfevu krmné krve 5 na
vysokou teplotu je dalsim krokem sterilizace krmné krve 5, které je provadéna v ohfevném zafi-
zeni 13. Délka hadi¢ek od ohievného zafizeni 13 k pritokovému krmitku 3 je nastavena tak, aby
b&hem toku ke krmitku 3 doslo k jeji temperaci na teplotu vhodnou ke krmeni, a to 37 °C. Ohfev
je moZno realizovat mnoha technicky zndmymi zptisoby vedeni tepla a Sifeni tepla stacionarné,
napt. Peltierovymi ¢lanky nebo proudénim, napf. vodnim termostatem. Stejnym zplisobem je
mozno krmnou krev 5 chladit pfi uschovavani do chladiciho zafizeni 11. Odvzdusiovaci zafizeni
14 zapojené mezi ohfevnym zafizenim 13 a prutokovym krmitkem 3 je tvofeno prvni komorou
15 pro jiméani proudici kapaliny a oddélené od druhé komory 16 membrénou 20 z polytet-
rafluorethylenu, kde druhd komora 16 je vytvofena s odvzdusiiovacim prostorem. Membréana 20
odvzdustiovaciho zafizeni 14 z polytetrafluorethylenu je propustna pro plyny.

Krmitko 3 je vytvofeno jako priitoéné s prokousnutelnou membranou 19 vytvofené na bazi sili-
konu o tloustce 100 pm, kterd v krmitku 3 rozdéluje prostor 4 pro krmnou krev 5 od prostoru 6
pro chov kli§tat 2. V jinych piikladech provedeni miZe byt silikonova prokousnutelnd membrana
19 vytvofena s tloustkou az 140 pm. Pritocnost krmitka 3 je zaji$téna vstupem 7 a vystupem 8
pro pritok krmné krve 5 v oblasti prostoru 4 pro krmnou krev 5 a napojeni na cirkulaéni okruh 3
krmné krve 5. Takto uspofadany cirkulaéni okruh 9, zndzornény na obr. 1, zahrnuje jednookru-
hové peristaltické &erpadlo 10 a zajistuje sériové zapojeni cirkula¢niho okruhu 9, respektive séri-
ové zapojeni i pritokovych krmitek 3 za sebou, ¢imZ je umozZnén chov a testovani velkého po-
&tu klist’at 2 soutasné. Na obr. 2 je zobrazeno dvouokruhové peristaltické Cerpadlo 10 a paralelni
usporadani zbylého cirkulaéniho okruhu 9. Pritoéna krmitka 3 jsou tedy uspofddana vedle sebe,
kazdé s vlastnim piivodem krmné krve 5. I takto je umoZnén chov a testovani velkého poctu klis-
t'at 2 soucasné.

Na obr. 3 je zndzornéno krmitko 3, které je tvofené zdkladnim télesem 17 ve tvaru obdélniku,
v némZ je uspofadano 3est shora otevienych kruhovitych prostorti 4 pro krmnou krev 5. Tyto
prostory 4 jsou navzijem propojené vedenim 18 krmné krve 5 pro kontinuélni pritok krmné krve
S viemi Sesti shora otevienymi prostory 4 pro krmnou krev 5 a zarovei tvoii vstup 7 a vystup 8
krmné krve 5. Do téchto prostori 4 jsou umistény odnimatelna télesa 21, kterd jsou vytvofena ve
tvaru valce a ktera jsou vytvofena s prostorem 6 pro chov kli§t'at 2. Odnimatelna t€lesa 21 mayji
po obvodu ve stfedové oblasti vytvofena osazeni 22, kterd piecnivaji pfes obvod télesa 21. Pfi
umisténi télesa 21 do shora otevieného prostoru 4 pro krmnou krev 5, slouZi osazeni 22 jako
nastavitelné prvek vysky odnimatelného télesa 21 v prostoru 4 pro krmnou krev 5. Tato odnima-
telna télesa 21 jsou na své spodni strané uzavieny prokousnutelnou membranou 19 vytvofenou ze
silikonu o tloustce 100 um. Prokousnutelnd membrana 19 je ponofena do krmné krve 5 a klist'ata
2 umist&na v prostoru 6 pro chov klist’at 2 se skrz membranu 19 dostanou ke krmné krvi 5. Obr. 4
znézortiuje podélny fez krmitkem 3 se shora otevienymi prostory 4 pro krmnou krev 5 a na obr. 5
je znazornén pii¢ny fez krmitkem 3 se shora otevienymi prostory 4 pro krmnou krev 5, kde
v jednom shora otevieném prostoru 4 pro krmnou krev 5 je umisténo odnimatelné téleso 21
s osazenim 22 uspofddanym po obvodu, s kli§taty 2 umisténymi v prostoru 6 pro chov klistat 2
a s prokousnutelnou membranou 19 a krmnou krvi § uspofadanou v prostoru 4 pro krmnou krev
5.
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Primyslova vyuZitelnost

Zaiizeni pro chov a testovani klidt'at podle tohoto technického feSeni lze vyuZit zejména pro vé-
decké a farmaceutické Gcely.

NAROKY NA OCHRANU

1. Zafizeni (1) pro chov a testovani klidtat (2), zahrnujici alespoii jedno krmitko (3)
s prokousnutelnou membranou (19) oddélujici prostor (4) pro krmnou krev (5) od prostoru (6)
pro chov klist’at (2) ve stadiu dospélcti nebo nymf, vyznaéujici se tim, Ze krmitko (3)
je vytvofeno jako priitoéné, kde prostor (4) pro krmnou krev (5) je opatfen vstupem (7) a vystu-
pem (8) pro pritok krmné krve (5), pfi€emz vstup (7) a vystup (8) jsou soudasti cirkulaéniho
okruhu (9) krmné krve (5), ktery dale zahrnuje Cerpadlo (10), chladici zafizeni (11) pro chlazeni
zésobniku (12) krmné krve (5) a ohfevné zafizeni (13) pro ohfev krmné krve (5).

2.  Zafizenipodle ndroku 1, vyznacujici se tim, Ze cirkulatni okruh (9) dale zahr-
nuje odvzdusiiovaci zafizeni (14), které je uspofadano pfed krmitkem (3).

3.  Zafizenipodle ndroku 2, vyznadujici se tim, Ze odvzduSiiovaci zafizeni (14) je
tvofeno prvni komorou (15) pro jimani proudici kapaliny a druhou komorou (16) s odvzdustiova-
cim prostorem, pfi¢emz prvni komora (15) a druha komora (16) jsou od sebe oddéleny membra-
nou (20) propustnou pro plyny.

4.  Zafizeni podle n€kterého z narokii 1 az3, vyznaéujici se tim, Ze Gerpadlo (10)
Je jednookruhové pro sériové zapojeni cirkulaéniho okruhu (9) nebo viceokruhové pro paralelni
zapojeni cirkulaéniho okruhu (9).

5. Zatizeni podle n€kterého z narokti 1 az4, vyznadujici se tim, Ze Gerpadlo (9) je
peristaltické.

6. Zatizeni podle nékterého znaroki 1 a2 5, vyznadujici se tim, Ze krmitko (3) je
tvoreno zékladnim télesem (17), ve kterém jsou alespoii dva shora oteviené prostory (4) pro krm-
nou krev (5), navzajem propojené vedenimi (18) tvoticimi vstupy (7) a vystupy (8) pro priitok
krmné krve (5) a alespoti dvéma odnimatelnymi télesy (21) s prostory (6) pro chov klistat (2),
které jsou na své spodni strané€ uzavieny prokousnutelnou membranou (19), pfi¢emZ odnimatelna
télesa (21) jsou umisténa ve shora otevienych prostorech (4) pro krmnou krev (5) tak, Ze pro-
kousnutelnd membrana (19) je ponofena do krmné krve (5).

7. Zatizeni podle naroku 6, vyznacujici se tim, Ze vzikladnim télese (17) je Sest
shora otevienych prostorii (4) pro krmnou krev (5).

8.  Zafizeni podle naroku 6 nebo 7, vyznadéujici se tim, Ze kaZzdé odnimatelné ts-
leso (21) ma po obvodu ve své stiedové oblasti osazeni (22), jehoZ vnéj&i primér je vétsi nez
vnéjsi primér shora otevieného prostoru (4) pro krmnou krev (5) pro ponofeni prokousnutelné
membrany (19) do krmné krve (5) ve shora otevieném prostoru (4) pro krmnou krev (53).

4 vykresy
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zafizeni

klisté

krmitko

prostor pro krmnou krev
krmna krev

prostor pro chov klist'at

vstup pro prutok krmné krve
vystup pro pritok krmné krve
cirkulaéni okruh krmné krve
¢erpadlo

chladici zafizeni

zasobnik krmné krve

ohfevné zafizeni
odvzdusiovaci zatizeni

prvni komora

druha komora

zakladni téleso

vedeni krmné krve
prokousnutelnd membréana krmitka
membrana odvzdusiiovaciho zafizeni
odnimatelné téleso

osazeni.
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