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Abstrakt

Leishmanie podrodu Sauroleishmania jsou parazity plazi, nejCastéji jestért, a nejsou patogenni
pro Clovéka. Proto jsou opomijenou skupinou a jejich zivotni cyklus nebyl dosud zcela
objasnén. Pfendseji se zfejmé pozienim nakazenc¢ho pienaSece, za kterého jsou zpravidla
povazovani flebotomové rodu Sergentomyia (Diptera: Psychodidae). Sauroleishmanie jsou
tradi¢né fazeny do skupiny Hypopylaria a k jejich vyvoji by mélo dochazet pouze v zadni ¢asti
traviciho traktu flebotomii. Cilem této prace je predevsim shrnout dosavadni znamé poznatky
o podrodu Sauroleishmania a objasnit nc¢které otdzky tykajici se vyvoje sauroleishmanii
v prenaseci a hostiteli.

Prvni ¢ast experimentl se zabyvala vyvojem ¢tyt druhd sauroleishmanii ve vybranych
druzich flebotomt rodt Sergentomyia a Phlebotomus. Schopnost nakazit n¢které flebotomy
rodu Phlebotomus a vyvijet v nich pozdni infekce byla prokdzana u dvou druhil, Leishmania
(S.) adleri a L. (S.) hoogstraali. Leishmania (S.) adleri se ve flebotomech Se. schwetzi,
P. papatasi a P. sergenti vyvijela hypopylarné, zatimco u P. argentipes, P. orientalis
a P. duboscqi dochéazelo k anteriorni migraci leishmanii v travicim traktu pfenaSece
(peripylarni zptsob vyvoje). Tento zpiisob byl zaznamenan také pii vyvoji Leishmania (S.)
hoogstraali v P. argentipes a P. orientalis. U obou dvou druhii sauroleishmanii navic
dochazelo ke kolonizaci stomodealni valvy v P. argentipes a P. orientalis, coz naznauje
moznost nakazy hostitele inokulativng pfi sani flebotomi. U dal$ich dvou studovanych druhti
L. (S.) gygmnodactyli a L. (S.) tarentolae nedochéazelo k vyvoji pozdnich infekci, promastigoti
se nachazeli ve stievé flebotomil pouze den po infekei.

Dalsi ¢ast experimentil byla vénovana vyvoji sauroleishmanii v hostiteli. Gekoni druhu
Paroedura picta byli nakazeni dvéma druhy sauroleishmanii L. (S.) adleri nebo L. (S.)
hoogstraali. Zplsob ndkazy byl perordlni a intraperitonedlni. Gekoni byli vySetfovani
na pritomnost leishmanii v riznych intervalech po infekci pomoci xenodiagnostiky a PCR.
Nakaza nebyla prokazana u Zadného z infikovanych jedinct. Gekoni Paroedura picta tedy

zfejmé nejsou vhodnymi hostiteli téchto dvou druhii sauroleishmanii.

Klicova slova: Sauroleishmania, flebotomové, plazi, zivotni cyklus, infekce, xenodiagnostika



Abstract

Leishmania of subgenus Sauroleishmania are parasites of reptiles, most often lizards, and are
not pathogenic for humans. Therefore, they are neglected group of pathogens and their life cycle
is not well-known. They are transmitted probably by ingestion of infected vector
which is usually considered as sand flies of genus Sergentomyia (Diptera: Psychodidae).
Sauroleishmania are traditionally denominated in Hypopylaria and it is expected that their
development is limited to sand fly hindgut. The main aim of this work is to summarize
the present knowledge about Sauroleishmania life cycle and to elucidate some aspects of their
development in the vector and host.

In the first part of thesis we studied development of four Sauroleishmania species
in various sand flies of genera Sergentomyia and Phlebotomus. Late-stage infections
of Leishmania (S.) adleri and L. (S.) hoogstraali were found in six and two sand fly species,
respectively. Hypopylarian infections of Leishmania (S.) adleri were found in Se. schwetzi,
P. papatasi and P. sergenti, while in P. argentipes, P. orientalis and P. duboscqi this
Sauroleishmania migrated anteriorly in the midgut (peripylarian development). Similar type
of development was observed also in P. argentipes and P. orientalis infected by Leishmania
(S.) hoogstraali. Both L. (S.) adleri and L. (S.) hoogstraali colonized the stomodeal valve
of P. argentipes and P. orientalis which suggest the possibility of inoculative transmission
by sand fly bite. In other two species L. (S.) gymnodactyli and L. (S.) tarentolae late-stage
infections were not observed, promastigotes were found in sand fly midgut on day
1 postinfection only.

The second part of thesis was aimed at experimental infections of Sauroleishmania
in geckos Paroedura picta. These geckos were infected by L. (S.) adleri or L. (S.) hoogstraali,
either intraperitoneally or perorally. The presence of parasites was examined in different time
intervals postinfection by xenodiagnosis and PCR. All geckos were found negative, therefore

we suppose that Paroedura picta is not a suitable host for these two Sauroleishmania species.

Key words: Sauroleishmania, sand flies, reptiles, life cycle, infection, xenodiagnosis
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1. Uvod a cile prace

Trypanosomatida je tad parazitickych prvokid, do kterého spadd nckolik medicinsky
¢i veterinarné vyznamnych rodd. Jednim znich je 1 rod Leishmania (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae), rozsifeny pievazné v tropech a subtropech Starého i Nového svéta, kde
u lidi zptisobuje leishmani6ozu. Toto onemocnéni ma nékolik forem s razné té¢zkymi projevy,
leishmanii jsou flebotomové (Diptera: Psychodidae), krevsajici hmyz rodt Phlebotomus,
Lutzomyia a Sergentomyia. Medicinsky vyznamné jsou hlavné rody Phlebotomus
a Lutzomyia, které prendsi leishmanie patogenni pro ¢lovéka.

Ackoliv je rod Leishmania v povédomi ptedevs§im pro svilj dopad na lidské zdravi,
leishmanie parazituji i u fady jinych obratlovcl, pievazné savcl. Tito hostitelé zaroven
mohou slouzit jako rezervoar leishmanii v ptirod€ a umoznuji tak jejich dalsi Sifeni. Zv1astni
skupinu pak tvofi sauroleishmanie, které ve svém zivotnim cyklu vyuzivaji jako hostitele
plazy; pravé diky tomu ziskaly i své pojmenovani. O Sauroleishmania se diive uvazovalo
jako o samostatném rodu, nyni vSak diky sekvenaci DNA vime, ze nalezi do rodu
Leishmania a tvofi tak jeden z jeho podrodii. Sauroleishmanie jsou rozsifené ve Starém svété
a za jejich pfenaSeCe jsou povazZovani flebotomové rodu Sergentomyia. V nich se
sauroleishmanie vyvijeji hypopylarné, tedy v zadnim stieveé. Hostiteli jsou nejcastéji jestéti,
napadat mohou ale 1 jiné plazy. K nadkaze pak ziejm& dojde kontaminativné pozienim
infikovaného vektora, avSak vyloucen neni ani pfenos inokulaci pfi sani flebotomd.

Sauroleishmanie nejsou patogenni pro ¢loveka, a tak byvaji mnohdy opomijenou
skupinou. Publikaci, které pojednavaji o téchto plazich leishmaniich je poskrovnu, a Casto
jsou jiz starSiho data. Navic se nékteré¢ informace riznych autort rozchazeji. Proto je jednim
ze zakladnich cili této diplomové prace shrnout a ucelit dosavadni poznatky o tomto
podrodu. Experimentalni ¢ast této prace se pak zabyva, jak jiZ nazev napovida, vyvojem
téchto leishmanii v pfenaseci a v hostiteli.

Prvni €ast pokusl je v€novana vyvoji sauroleishmanii ve flebotomech. Kromé
experimentalnich infekci flebotomt rodu Sergentomyia, kteti jsou povazovani za ptirozené
pfenasece plazich leishmanii, jsme se snaZzili ovéfit infektivitu i pro jiné druhy flebotom,
jejichz vyskyt odpovida rozsifeni naSich sauroleishmanii. U nakazenych samic jsme
studovali intenzitu infekce a také lokalizaci leishmanii v travicim traktu flebotomil. Druha
¢ast pokusti byla vénovéana vyvoji v obratlovéim hostiteli. Nasi snahou bylo infikovat

gekony druhu Paroedura picta sauroleishmaniemi a nasledné v nich sledovat vyvoj



a lokalizaci téchto parazitd. VétSina autort se totiz dosud vénovala pouze popisu riznych

druhii sauroleishmanii z plazi odchycenych z volné ptirody.

Cile diplomové prace:

Shrnout dosavadni znamé poznatky o podrodu Sauroleishmania.

Porovnat vyvoj c¢tyf druhd leishmanii podrodu Sauroleishmania v raznych
flebotomech rodi Sergentomyia a Phlebotomus.

Popsat jednotlivd vyvojova stddia sauroleishmanii v riznych fazich infekce
v prenaseci.

Experimentalné infikovat gekony druhu Paroedura picta a studovat pribéh infekce.

Pomoci xenodiagnostiky zjistit, zda jsou gekoni infek¢ni pro flebotomy.



2. Literarni prehled

2.1. Puvod a fylogenetické postaveni podrodu Sauroleishmania

oy e

objevt ucinili Chatton & Blanc (1914; cit. dle Telford, 2009), kteti pozorovali amastigoty
v krevnich bunkdch u Tarentola mauritanica. Od té doby bylo ztohoto druhu gekona
ziskano nekolik riznych izolath bicikovcl tvarem piipominajici leptomonady (shrnuto
v Telford, 2009). Sergent a kol. (1915) se domnivali, Ze by gekoni mohli slouzit jako
rezervoar leishmanii patogennich pro ¢loveka a diky tomu byla vyzkumu plazich bicikovci
vénovana zna¢nd pozornost. Autofi se tedy snazili ovéfit infektivitu sauroleishmanii
pro rizné druhy savci, ato véetné nckolika lidskych dobrovolnik. Nicméné schopnost
plazich leishmanii nakazit savce nebyla prokdzana (shrnuto v Belova, 1971). Parazité byli
izolovani z riznych druht jestéri, nejcastéji z krve nebo vnitinich organd, nachazeli je
ale i v kloace. Jejich rodové ¢i druhové zatazeni bylo nejasné, pro svij tvar byli mnohdy
fazeni do rodd Leptomonas nebo Herpetomonas (shrnuto v Telford, 2009). Az Wenyon
(1920) popsal novy druh z Chamaeleo vulgaris jako Leishmania chamaeleonis a druh
parazitujici u Tarentola mauritanica oznacil jako Leishmania tarentolae.

Samostatny rod Sauroleishmania ustanovil Ranque v roce 1973. Stejny ndzev
pouzila i Saf’janova vroce 1982, kterd zéaroven navrhla oddélit vSechny leishmanie
napadajici plazy od téch, které napadaji savce a €loveka (Killick-Kendrick a kol., 1986).
Killick-Kendrick a kol. (1986) nasledné seskupili do rodu Sauroleishmania dal$i druhy
asepsali jeho novou definici (viz obr. 1). V soucasné dobé je znamo 21 druht
sauroleishmanii (viz tab. 1), v€etné 2 zatim nepojmenovanych druhi (shrnuto v Akhoundi

a kol., 2016).

| SAUROLEISHMANIA Ranque, 1973 |

Junior subjective synonym : Sauroleishmania Safjanova, 1982.

Diagnosis : Trypanosomatids of the blood or intestinal tract of reptiles occurring as amas-
tigotes and/or promastigotes ; amastigotes in the blood parasitize macrophages and precursors,
thrombocytes or erythrocytes ; in the Old World, the invertebrate hosts of the blood-inhabiting
forms are species of Sergentomyia (Diptera, Psychodidae) within the gut of which the parasites
have a hypopylarian or peripylarian development as a promastigote ; invertebrate hosts of
intestinal forms unknown ; transmission assumed to be by bite and/or ingestion of vector.

Type species : Sauroleishmania larentolae (Wenyon, 1920).

Obr. 1: Definice rodu Sauroleishmania (podle Killick-Kendrick a kol., 1986).



Tab. 1: Zastupci podrodu Sauroleishmania, jejich prenaSeci a rozsifeni (upraveno podle

Wilson & Southgate, 1979; Akhoundi a kol., 2016; Schonian a kol., 2018).

PtenasSeci patii do dvou rodil, Sergentomyia (Se.) a Phlebotomus (P.)

Druh Popsal (rok) Vektor Rozsiteni
X . Se. clydei, , Y
L. (S.) adleri Heisch, 1954 Se. dentata Iran, Kena
P. caucasicus, Vychod mediteranu,
L. (S.) agamae David, 1929 P. papatasi, Palestina, Libanon,
Se. sintoni Izrael, Turkmenistan
P. caucasicus, Vychod mediteranu,
L. (S.) ceramodactyli Adler & Theodor, P. papatasi, Irak, Sudan,
1929 . . .y
Se. sintoni Turkmenistan
L. (S.) chamaeleonis Wenyon, 1920 neznamy Egypt, Izrael
L. (S.) davidi Strong, 1924 neznamy Stredni Afrika
. Ovezmukhammedov L .
L. (S.) gulikae & Safjanova, 1987 neznamy Turkmenistan
P. caucasicus,
L S) toepgi | Khodukin & Sofiev, 25 chvder Stdén, Iran,
- (5.) gymnodactylt 1929 ¢ dentald, Turkmenistan
P. papatasi,
Se. sintoni
L. (S.) helioscopi KhOdUkllrglfS Sofiev, neznamy Turkmenistan
L. (S.) hemidactyli Mackie a kol., 1923 neznamy Indie
L. (S.) henrici Leger, 1918 neznamy Martinik (?)
L. (S.) hoogstraali McMillan, 1965 Se. clydei Sudan, Senegal
L. (S.) nicollei KhOdUkllrglfS Sofiev, neznamy Turkmenistan
L. (S.) phrynocephali KhOdukllng Sofiev, neznamy Turkmenistan
L. (S.) platycephala Telford, 2008 neznamy Tanzanie
L. (S.) senegalensis Ranque, 1973 Se. dubia Senegal
L. (S.) sofieffi Markov a kol., 1964 nezndmy Rusko, pobfezi

Kaspického mote

Se. antennata,

Severni Afrika, Malta,

L. (S.) tarentolae Wenyon, 1920 Se. minuta, Sudan, Alzirsko, Italie,
P. papatasi Francie, Malta
L. (S.) zmeevi Andruchl;(; ggg Markov, Se.P.aZZz ;gf;siis’ Turkmenistan
L. (S.) zuckermani Paperna a kol., 2001 neznamy Stdan, Jizni Afrika
L. (S.)sp. 1 Telford, 1979 neznamy Pakistan
L. (S.) sp. 11. Telford, 1979 neznamy Pakistan




Fylogenetické postaveni Sauroleishmania bylo dlouhou dobu nejasné a v pribéhu let
proslo nékolika zménami. Dulezitym milnikem pro klasifikaci leishmanii se stala studie
Lainson & Shaw (1987), ktefi rozdé¢lili rod Leishmania na zaklad¢ zplsobu jejich vyvoje
v prenaseci (viz obr. 2) do tii podrodu: Leishmania, Viannia a Sauroleishmania. Pro podrod
Leishmania je typicky suprapylarni zptisob vyvoje, kdy se leishmanie vyvijeji v ptedni ¢asti
traviciho traktu. Naopak leishmanie podrodu Viannia se vyvijeji jak v zadnim stfeve, tak
1 mesenteronu. U téchto dvou podrod je pienos paraziti umoznén diky inokulaci leishmanii
pii sani vektora. Do podrodu Sauroleishmania byly zatrazeny leishmanie napadajici plazy.
Ty se vyvijeji hypopylarné, tedy v zadnim stfevé a k jejich pienosu pak ziejmé¢ dochazi

pozienim infikovaného vektora (shrnuto v Lainson & Shaw, 1987).
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Obr. 2: Schématické znazornéni rozdili ve vyvoji leishmanii skupiny Suprapylaria,

Peripylaria a Hypopylaria (upraveno podle Sadlova, 1999).

Tento tradicni zpisob rozd€leni rodu Leishmania je mnohdy pouzivan dodnes
a v podstaté odpovida nékterym novéjsim fylogenetickym studiim. Na zaklad¢é sekvenace
DNA vime, ze Sauroleishmania skute¢né€ nalezi do rodu Leishmania a tvoii tak jeden z jeho
podrodit (Croan a kol., 1997; Noyes a kol., 1997; shrnuto v Bates, 2007). VSechny
tyto tfi podrody jsou monofyletické, Viannia se bazalné¢ odstépuje od Leishmania

a Sauroleishmania (Fraga a kol., 2010).
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Jedna z novéjsich klasifikaci navrzend Cupollilo a kol. (2000) zahrnuje i druhy, které
doposud staly mimo tyto tfi podrody a rozdéluje leishmanie do dvou fylogenetickych linii.
Linie Euleishmania zahrnuje ctyfi podrody: Leishmania, Viannia, Sauroleishmania
a leishmanie komplexu L. enriettii (viz obr. 3). Paraleishmania pak zahrnuje spolu

s Endotrypanum druhy L. herreri, L. hertigi, L. deanei, L. equatorensis a L. colombiensis.

L.gerbill
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L.majar . .
Liropica Leishmania
Ldonovani (Leishmaniag)
100 L L Infantum
L mexicana
100 ' L.amazonansis
L.adleri . .
. — L hoogstrssll Leishmania
5] 5 ;IEL:am:ulaa (Saurofeishmania)
=2 L.gymnodaciyli
L. braziliansis
i — M L panamensis Leishmania
59 - L guyanensis {Viannia)
L. martiniquensis
Ab-2004
|| e Leishmania
™ "L siamansis® enriettii
i0g
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GHi0
]
GH11
L.hartigi
P [ Lequatarensis paraleishmania
100 |_{ E.monterogeil
100 ' Lcolombiansis

CRsciculala

[
0.4

Obr. 3: Fylogeneticky strom vytvofeny na zdklad€ porovnani sekvenci

ITS1 (upraveno podle Kwakye-Nuako a kol., 2015).

Geograficky ptivod sauroleishmanii je zatim nejasny a mezi autory je toto téma hojné
diskutované. Nékteti se domnivaji, Ze Sauroleishmania maji palearkticky piivod a poprvé
se objevily u plazi jiz v obdobi kiidy. Leishmanie napadajici savce se pak vyvinuly pravé
z téchto plazich leishmanii, a to v obdobi kenozoika, kdy doslo k ubytku plazi a zapocala
éra savcu (Kerr, 2000). Naopak Noyes (1998) jiz diive ptedlozil hypotézu o evoluci
Sauroleishmania aZ v mladSich tfetihorach, konkrétn€ v pozdnim miocénu v Palearktické
¢i Neoarktické oblasti, disledkem adaptace sav€ich leishmanii na plazy. Spravnost téchto

hypotéz se zatim nepodafila objasnit.
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2.2. Hostitelé plazich leishmanii

Zastupci podrodu Sauroleishmania parazituji vyhradné u plazi a jak jiz ndzev napovida,
jejich hostiteli jsou pievazné jestéfi. Tyto leishmanie zfejmé nejsou uzce hostitelsky
Agamidae, Gekkonidae, Iguanidae, Lacertidae a Scincidae (shrnuto v Belova, 1971; Wilson

& Southgate, 1979).

Tab. 2: Vybrané druhy sauroleishmanii, jejich hostitelé a lokalizace parazitii v téchto

hostitelich (upraveno podle Garnham, 1971; Wilson & Southgate, 1979).

Druh Hostitel Lokalizace
L. (S.) adleri Latasia longicaudata krev, kiize
L. (S.) agamae Agama stellio, A. sanguinolenta krev
L. (S.) ceramodactyli | Ceramodactylus doriae krev
L. (S.) gymnodactyli Gymnodactylus caspius krev
L. (S.) henrici Anolis sp. krev, kloaka
L. (S.) hemidactyli Hemidactylus brooki krev
L. (S.) hoogstraali Hemidactylus turcicus krev
L. (S.) chamaeleonis Chamaeleon pumilus kloaka, stievo
L. (S.) tarentolae Tarentola mauritanica krev, slezina
L. (S.) zmeevi Eremias intermedia krev

Zpusob, jakym se plazi leishmanie ve svych hostitelich vyvijeji, nebyl zcela
objasnén. Dle definice od Killick-Kendrick a kol. (1986) se sauroleishmanie v obratlovci
vyskytuji ve formé promastigotli a/nebo amastigotli v makrofazich a monocytech nebo také
v trombocytech a erytrocytech. Jeden z prvnich nalezli leishmanii u gekonti druhu Tarentola
mauritanica zaznamenali Sergent a kol. (1914) v Alzirsku. Krev gekont byla kultivovana
v NNN médiu a ptitomnost bi¢ikovct byla potvrzena u 15,7 % gekond. Izolovani bi¢ikovci
byli morfologicky podobni promastigotim Leishmania tropica a diky tomu se o gekonech
zacalo uvazovat jako o rezervoaru kutanni leishmanidzy (Sergent a kol., 1915). Od té doby
byla vétSina izolata ziskana prave diky kultivaci krve nebo vnitinich organti, coz byl zaroven
nejefektivnéj$i zplisob pro potvrzeni nakazy hostitele leishmaniemi. Priikkaz parazitd
v krevnich roztérech ¢i otiscich tkang je totiz obtizny (shrnuto v Belova, 1971). Pouze
nekolik druht sauroleishmanii jako L. (S.) chamaeleonis, L. (S.) henrici a L. (S.) davidi bylo

objeveno ve stieve ¢i kloace hostitelti (Telford, 1979).
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Nejvice se vztahu mezi plazimi leishmaniemi a jejich hostiteli vénovala Belova
(1971). Ta v letech 1963-1966 zkoumala vyskyt leishmanii napadajici plazy v rGznych
¢astech Turkmenistanu (viz tab. 3). Z celkového poctu 3 818 jestérti a 9 hadi, bylau 11 z 21
zkoumanych druh@i prokézéna ptitomnost leishmanii. Nejvyssi prevalence (15-30 %) byla
popséana u druht Gymnodactylus caspius a Agama sanguinolenta. Promastigoti leishmanii

byli z hostiteld izolovani pomoci kultivace krve ¢i tkdn¢ v NNN médiu a krevnim agaru.

Tab. 3: Druhy jestért z oblasti Turkmenistanu vySetfované na pfitomnost promastigota

leishmanii (upraveno podle Wilson & Southgate, 1979).

Celed’ Druh Pocet studovanych | Pocet nakaZenych
Agamidae | Agama caucasica 39 0
Agama sanguinolenta 683 41
Phrynocephalus helioscopus 4 0
Phrynocephalus interscapularis 926 17
Phrynocephalus mystaceus 99 1
Phrynocephalus raddei raddei 20 2
Lacertidae | Eremias grammica 88 2
Eremias guttulata guttulata 169 3
Eremias intermedia 277 3
Eremias lineolata 113 5
Eremias scripta scripta 4 0
Eremias velox 354 11
Gekkonidae | Crossobamon eversamani 4 0
Gymnodactylus caspius 907 139
Gymnodactylus russowi 3 0
Teratoscincus scincus 101 1
Anguidae Mabuya aurata 7 0
Opisaurus apodus 13 0
Varanidae | Varanus griseus 4 0
Scinciidae | Eumeces schneideri princeps 2 0
Eumeces taeniolatus 1 0
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Na rozdil od promastigoti, ktefi se kultivaci ziskavaji pomérné snadno, amastigotni
formy sauroleishmanii nebyly doposud detailnéji studovany a autofi je pozoruji spiSe ziidka.
Poprvé popsali amastigoty leishmanii u Tarentola mauritanica v jiznim Tunisku Chatton
& Blanc (1914; cit. dle Telford, 2009). Autorka David (1929a, cit. dle Wilson & Southgate,
1979) izolovala novy druh leishmanie z Agama stellio v Palestin¢ a popsala jej jako L. (S.)
agamae. Leishmanie byly ziskany kultivaci srde¢ni krve. Na krevnich roztérech se podaftilo
najit pouze jeden infikovany monocyt s amastigoty. Tento objev o n€kolik let pozdéji
potvrdili 1 Edeson & Himo (1973), ktefi pozorovali amastigoty na krevnich roztérech u 16
z 200 jedincit A. stellio v Libanonu. Nékolika z nich byla navic odebrana srdecni krev
na kultivaci. U 4 ze 14 jestéri se po Case objevily leishmanie, ackoliv se pivodné dle
mikroskopického vySetfeni roztéra jevili jestéfi jako negativni.

Rioux a kol. (1969) ve Francii zaznamenali infekci L. (S.) tarentolae u Tarentola
mauritanica. Amastigoti se nachazeli v monocytech ve skupinach po 3-10 a nékteti byli
ivoln¢ v plazmé. Telford (1979) popsal amastigotni formy dvou druhd sauroleishmanii
u Teratoscincus scincus a Agama agilis v Pékistanu. Na roztérech z periferni krve pozoroval
parazity pfevazné uvniti trombocytl. U T. scincus byla sklicka pfipravovéana kazdé tii dny
po dobu 38 dni a po tuto dobu dochazelo ke zvySovani poctu amastigotii uvnitt trombocyta.
U zéastupcti A. agilis bohuzel nebylo mozné del§i pozorovani, a tak nebyla parazitémie
detailngji popsana. Elwasila (1988) prokazal infekci L. (S.) tarentolae u 3 z 16 gekonti druhu
Tarentola annularis v Sidanu, nicméné parazitémie byly pomérné nizké. Na roztérech
z periferni krve byli amastigoti uvnitt leukocytl ve skupinéch po 3-9 (viz obr. 4). V jedné
z nov¢jSich studii Paperna a kol. (2001) popsali amastigoty L. (S.) zuckermani v erytrocytech
Pachydactylus turneri v Jihoafrické republice. Autofi se domnivaji, Ze mezi amastigoty
tohoto druhu leishmanie nejsou oproti tém savéim Zzadné ultrastrukturdlni rozdily. Naproti
tomu nékteré starsi prace (Garnham, 1971; Lewis, 1975) uvadéji, Ze mezi savéimi a plazimi
leishmaniemi existuji ultrastrukturalni rozdily v morfologii promastigotti, konkrétné v poctu
subpelikularnich mikrotubulii a vzdalenosti mezi nimi.

Na zéklad¢ zminénych studii je pravdépodobné, Ze se sauroleishmanie v obratlovéim
hostiteli opravdu vyskytuji ve dvou formach: bezbic¢ikati amastigoti uvniti krevnich bun¢k
a podlouhli promastigoti s bi¢ikem, ktefi jsou volné¢ v krvi. AvSak pfesny mechanismus
vyvoje sauroleishmanii a jejich lokalizace v téle hostitele zatim zlistavaji neobjasnény

(shrnuto v Telford, 2009).
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Obr. 4: Amastigoti L. (S.) tarentolae v leukocytech Tarentola annularis ve svételném (1)

a transmisnim elektronovém mikroskopu (2-4) (upraveno podle Elwasila, 1988).

Vysvétlivky: PV — parazitoforni vakuola; K — kinetoplast; A — axonema bi¢iku; FP —flagelarni kapsa;

HCN — jadro hostitelské buiiky; N — jadro amastigota; OB — osmiofilni télisko; P — pelikula

Zpisob prenosu

Vzhledem k typickému vyvoji sauroleishmanii v zadnim stievé flebotomt se jako
nejpravdépodobnéjsi zplsob prenosu jevi pozieni infikovaného prenasece plazim hostitelem
(Killick-Kendrick a kol., 1986). Nicmén¢ jestéfi (a plazi obecné) jsou v piirod¢é v uzkém
kontaktu s flebotomy, ktefi na nich saji. Jiz n€kolik autor pozorovalo anteriorni migraci
sauroleishmanii v travicim traktu flebotomd, proto neni vyloucen ani pfenos pii sani vektora.
Nicméng¢, GspéSny experimentalni pfenos sauroleishmanii na hostitele sanim vektora ¢i jeho
pozienim se doposud v laboratornich podminkach nezdatil (shrnuto v Adler, 1964; Telford,

2009).
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2.3.  Vyvoj sauroleishmanii v pienaSeci

Sauroleishmanie maji dvouhostitelsky zptisob zivota a pro svij pifenos na plazi hostitele
vyuzivaji flebotomy (Diptera: Psychodidae), v jejichz travicim traktu dochazi k mnozeni
a vyvoji parazitii. Za prirozené pienasece sauroleishmanii jsou povazovani flebotomové
rodu Sergentomyia, kteti ochotné saji na plazech (Minter & Wijers, 1963). Tradi¢né jsou
plazi leishmanie fazeny do skupiny Hypopylaria, jejich vyvoj je tedy omezen na zadni ¢ést
traviciho traktu flebotomt (shrnuto v Lainson & Shaw, 1987). Celkové je vSak o vyvoji
sauroleishmanii ve flebotomech znamo pomérné malo. Spornd je piedev§im anteriorni
migrace n¢kterych druhti sauroleishmanii a také infektivita pro dalsi druhy flebotomt rodu
Phlebotomus.

Na plazech saji prilezitostné také nekteti flebotomové rodu Phlebotomus; toto
chovani bylo prokézéano u druhii P. papatasi, P. caucasicus a P. sergenti (Adler & Theodor,
1929; shrnuto v Belova, 1971). Mutinga & Ngoka (1981) provedli analyzu zdroji krve
u flebotomt v Keni a prokdzali sani na plazech u druhti P. martini a P. rodhaini. Ochota
nékterych druhii flebotomii sat na studenokrevnych obratlovcich byla tedy potvrzena

opakovang.

Travici trakt flebotomi

Pro leps$i ndzornost v nadchézejicim textu zde uvadim zjednoduseny popis traviciho
traktu flebotomi. Ten miZeme morfologicky rozdélit do tfi hlavnich €asti: stomodeum,
mesenteron a proktodeum (viz obr. 5). Stomodeum a proktodeum jsou pokryty chitinovou
vystelkou, zatimco mesenteron je tvoren epitelem s mikrovily. Pfedni ¢ast traktu tvofi
stomodeum, které se dale déli na proboscis, cibarium, farynx, esofagus a esofageéalni
divertikulum (vole). Pfechodovou ¢asti je stomodedlni valva, na kterou pak navazuje
thorakalni a abdomindlni ¢ast mesenteronu. Travici trakt je zakoncen proktodeem (zadnim
sttevem). To se sklada zpyloru, ilea, rektidlnich ampuli a rekta. Od mesenteronu
je proktodeum oddéleno pylorickou valvou, kde dochazi k vyusténi malpigickych trubic.
Po nasati krve je builkami mesenteronu syntetizovana peritrofickd matrix (shrnuto
v Killick-Kendrick, 1979), kterd je tvofena zchitinu, proteinii a proteoglykant

(shrnuto v Peters, 1992).
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Obr. 5: Schéma traviciho traktu flebotomu

(upraveno podle Killick-Kendrick, 1979).

Vyvoj ve flebotomech

Piesny zpisob vyvoje sauroleishmanii v pfenase¢i neni znam a studii vénujicich
se tomuto tématu je malo. Pfesto bych rada uvedla zakladni schéma vyvoje tohoto podrodu.
Kratce po nasati krve s amastigoty sauroleishmanii se nejprve bic¢ikovei mnoZi
v endoperitrofickém prostoru v oblasti mesenteronu. Po rozpadu peritrofické matrix
sauroleishmanie migruji do proktodea, zadni Casti traviciho traktu, kde dochazi k jejich
pfichyceni k chitindzni vystelce pyloru, ilea ¢i rekta. (shrnuto v Adler, 1964; Bates, 2007;
Telford, 2009). Tento zplsob vyvoje je oznafovan jako hypopylarni. Naproti tomu
peripylarni leishmanie z podrodu Viannia se vyvijeji taktéz v zadnim stfeve, ale zaroven
1 v mesenteronu. Leishmanie skupiny Suprapylaria se po rozpadu peritrofické matrix
pfichycuji k mikrovilarnimu povrchu mesenteronu a v proctodeu se nevyvijeji (viz obr. 6)
(shrnuto v Lainson & Shaw, 1987).

Ve stfevé flebotomli zaznamenali autofi rizné formy sauroleishmanii a zatim se
nepodafilo objasnit, které z téchto forem jsou infek¢ni pro plazy. Adler & Theodor (1929)
se domnivaji, ze pro plaziho hostitele by mohly byt infekéni kratké formy s bi¢ikem

nebo kratké bezbicikaté.
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Obr. 6: Zplsob vyvoje leishmanii v travicim traktu flebotomt

(upraveno podle Lawyer & Perkins, 2000).

Adler & Theodor (1929) sali samice druhu Phlebotomus papatasi na gekonovi, ktery
byl ptirozené infikovany L. (S.) ceramodactyli. U 6 ze 17 nasatych samic byla potvrzena
ndkaza. Infekce byly pfevazné silné, leishmanie se nachazely v mesenteronu a téz
v proktodeu, kde dochazelo k ptichyceni bicikovet k chitindézni vystelce pyloru. U silnych
infekci byly navic leishmanie objeveny i v oblasti cardie, tedy tésné za stomodealni valvou.
Autofi taktéZ stejnym druhem sauroleishmanie experimentalné infikovali samice P. papatasi
sanim pies membranu, pticemz 109 z celkovych 115 samic bylo pozitivnich. Leishmanie
byly lokalizovany piedevsim v oblasti zadniho stfeva. U velmi silnych infekci byli bi¢ikovci
opé&t pozorovani 1 v oblasti cardie, kde navic evidentné dochazelo k jejich pfichyceni. Podle
autorti se nékolik dni po infekci v proktodeu nejprve vyskytovaly dlouhé §tihlé formy
s bicikem, které se prichytavaly k chitinézni vystelce pylorické valvy. Stiedné dlouhé
a kratké formy pak autofi pozorovali pfichycené po celé délce proktodea, n¢kolik bi¢ikovca

bylo v zadnim stfevé volné.
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V téze studii autofi porovnavali vyvoj L. (S.) ceramodactyli a L. (S.) tarentolae.
Samice P. papatasi byly infikovany dvéma kmeny L. (S.) tarentolae. Tti az pét dni po sani
byly leishmanie pfitomny v oblasti cardie, avSak piekvapive nebyli nalezeni zadni bic¢ikovci
v proktodeu (Adler & Theodor, 1929).

Autorka David (1929b; cit. dle Killick-Kendrick, 1979) infikovala P. papatasi
experimentadlnim sanim pfes membranu druhem L. (S.) agamae. Z 25 samic bylo
22 pozitivnich 1-5 dni po infekci. Sauroleishmanie se vyvijely hlavné v zadnim stieve, jen
u opravdu silnych infekei byli bi¢ikovci pozorovani také v thorakalni ¢asti mesenteronu.

Adler & Theodor (1935) infikovali samice P. parroti (= Se. minuta; shrnuto
v Telford, 2009) sanim na gekonovi Tarentola mauritanica, ktery byl pozitivni na infekci
L. (S.) tarentolae a Trypanosoma platydactyli. Leishmanie byly pozorovany v oblasti
mesenteronu a taktéz v cardii. Naproti tomu Parrot (1934a, 1934b, 1935; cit. dle
Killick-Kendrick, 1979) infikoval stejnym druhem sauroleishmanie flebotomy druhu
P. minutus parroti (= Se. antennata; shrnuto v Telford, 2009). Parazité se v nasaté krvi hojné
mnozili, nicméné po defekaci doslo k jejich vylouceni spolu se zbytky potravy. Z 53 samic
vypitvanych pfed uplnym stravenim krve byla u 35 potvrzena infekce sauroleishmanii
v zadni ¢asti stieva, nicmeéné bicikovci jevili znamky poSkozeni. Po defekaci bylo vypitvano
dalSich 140 samic flebotomi a u Zadné z nich nebyla infekce pfitomna.

Rozdily ve zplisobu vyvoje L. (S.) tarentolae v riznych druzich flebotomli mohou
byt dle Killick-Kendrick (1979) zapticinéné n€kolika diivody. Je mozné, Ze Se. antennata
neni pfirozenym prenaSecem tohoto druhu sauroleishmanie, zatimco P. papatasi ano. Déle
mohlo dojit k zaméne L. (S.) tarentolae a T. platydactyli ve stievé flebotoma, protoze
infekce v gekonovi byla smiSend, nebo také mohl byt pouzit jiny kmen ¢i dokonce odlisny
druh sauroleishmanie, jelikoZz 7. mauritanica by mohla byt hostitelem riiznych druhti plazich
leishmanii.

Heisch (1958) objevil samice Se. clydei ptirozen¢ infikované plazimi leishmaniemi.
Bicikovci se vyskytovali v anteriornim (thorakalnim) mesenteronu. Pozorovani parazité byli
podobni tém, které Heisch popsal z kultivace srde¢ni krve jeStérG druhu Latastia
longicaudata jako L. (S.) adleri (viz obr. 7), a tak se domnival, Ze by se mohlo jednat prave
o tento druh sauroleishmanie, jelikoZ byli flebotomové odchyceni ve stejné oblasti jako

infikovani jestéii.
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Obr. 7: Morfologické formy L. (S.) adleri v kultuie s NNN médiem
(upraveno podle Heisch, 1958).

McMillan (1965) popsal novy druh L. (S.) hoogstraali z gekona Hemidactylus
turcicus. Na infikovaném gekonovi nechal sat samice P. papatasi. VSech 38 samic bylo
7. den po infekci negativni na leishmaniovou infekci.

Lainson a kol. (1977) infikovali flebotomy druhu Lutzomyia longipalpis
promastigoty L. (S.) hoogstraali. Nékaza byla potvrzena pouze u 1 z 18 samic nasatych pies
membranu. Leishmanie byly pfitomny volné v mesenteronu a pyloru, nicméné infekce byla
velmi slab4d a bi¢ikovei na prvni pohled jevili znamky poskozeni. Dlivodem, proc
se nepodafilo infekci v Lu. longipalpis uchytit, je dle autori nekompetentnost tohoto
vektora. Lutzomyia longipalpis je ptenaSeCem leishmanii v Novém svété, kdezto
sauroleishmanie jsou rozsifeny ve Starém svété, a tak by za béznych podminek nedoslo
k jejich setkani. Mimo to autofi zminuji i fakt, ze vlivem dlouhodobéjsi kultivace mohlo
dojit ke snizeni infektivity tohoto izolatu L. (S.) hoogstraali.

Killick-Kendrick (1979) popsal ve své praci flebotomy Sergentomyia minuta
pfirozené infikované promastigoty sauroleishmanii, které objevil prof. J. A. Rioux v roce

1969 pti odchytech na jihu Francie. U dvou samic byla objevena stfedni az silnd infekce
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promastigotli v oblasti pyloru a ilea. Dalsi samice méla velmi silnou infekei v mesenteronu,
nikoliv vSak v pyloru ¢i ileu. V tomto ptipadé byly dokonce leishmanie ptichyceny
na stomodedlni valvé. Ve vSech piipadech autor také zminuje piitomnost promastigoti
v malpigickych trubicich. Rioux se domnival, Ze se jedné o parazita druhu L. (S.) tarentolae,
jelikoz byli flebotomové odchyceni v tésné blizkosti gekond, ze kterych byl tento druh
sauroleishmanie izolovan. AvSak podle Killick-Kendrick (1979) je mozné, zZe tito
flebotomové byli nakazeni také nékterymi jednohostitelskymi trypanosomatidy, vzhledem
k ptitomnosti bi¢ikovct v malpigickych trubicich, coz neni pro leishmanie typické.

Shatova a kol. (1991) experimentdln¢ infikovali samice flebotomti druhu
Sergentomyia arpaklensis sauroleishmanii L. (S.) gymnodactyli. Ackoliv se parazité
po infekci hojné mnozili v natrdvené krvi, poté doslo k jejich vylouceni spolu se zbytky
potravy. Zda se, ze ke konci traveni nedoSlo k uplnému rozpadu peritrofické matrix, coz
znemoznilo leishmaniim jejich tinik a pfichyceni ve stfevé prenasece. Autoii predpokladaji,
ze pro L. (S.) gymnodactyli neni Se. arpaklensis vhodnym vektorem, piestoze je hojné
roz§ifena v oblasti vyskytu tohoto druhu sauroleishmanie. Naproti tomu Saf’janova
& Alexeieff (1967, cit. dle Telford, 2009) uvad&ji, ze se L. (S.) gymnodactyli vyvijela
ve stteve Se. arpaklensis, a to v oblasti mesenteronu a proktodea.

Rashti a kol. (1994) popsali ptirozené infekce L. (S.) gymnodactyli v Sergentomyia
sintoni. Z celkem 403 odchycenych a vypitvanych samic bylo 60 pozitivnich na infekci
leishmaniemi, vSechny lokalizované v mesenteronu. Autofi taktéz izolovali bicikovce
z gekona druhu Gymnodactylus caspius. U obou izolatl byla provedena analyza izoenzymu
a byly oznaceny jako L. (S.) gymnodactyli.

Rassi a kol. (1997) poprvé popsali pfirozené infekce promastigotii v Sergentomyia
dentata. Autofi se domnivali, zZe by tento druh flebotoma mohl byt zapojen do pfenosu
plazich leishmanii. Nicméné bliz§i informace nezminuji. Blize neurcenou infekci
promastigotti sauroleishmanii zmifiuji také Zhang & Leng (1997) u flebotomii druhu
Sergentomyia sinkiangensis. Bi¢ikovci byli pozorovani v mesenteronu 1 v zadnim stfeve.

Leishmania (S.) adleri byla izolovana z flebotomli Se. bedfordi, Se. clydei
a Se. squamipleuris v Keni (shrnuto v Kaddu, 1986). Infekce plazimi leishmaniemi byly
popsany iudruhtt Se. clydei, Se. dentata a Se. sintoni v franu (Karimi a kol., 2014).
Nicméné ani v téchto dvou studiich autofi nezminuji blizsi informace o lokalizaci a zplisobu

vyvoje sauroleishmanii v prenasecich.
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3. Material a metodika

3.1.  SloZeni pouzitych roztoki

Redici roztok (poditani leishmanii v Burkeroveé komurce)

0,85% NaCl (fyziologicky roztok) + 1% formaldehyd (CH20)

Médium pro kultivaci leishmanii

M199 (Sigma), 20 % inaktivované fetdlni kravské sérum (Gibco), 2 % sterilni mo¢, 1 %
BME vitaminy (Sigma), 0,8 % amikin (Bristol-Myers Squibb)

Krevni agar pro kultivaci leishmanii

2 g Bacto Neopeptone (BD), 2 g Bacto Agar (BD), 0,6 g NaCl doplnéno do 100 ml H>O;
sterilizovano 20 min autoklavem a po ochlazeni pfidano 25 ml sterilni defibrilované

krali¢i krve (Bioveta)

3.2. Pouzité druhy leishmanii a jejich kultivace

Pro tcely této diplomové prace byly pouzity 4 druhy leishmanii podrodu Sauroleishmania:
L. (S.) adleri (RLIZ/KE//LV30),
L. (S.) gymnodactyli (RGEC/SU/LV247),
L. (S.) hoogstraali (RLIZ/SD/LV31),
L. (S.) tarentolae (RTAR/SE/67/G10/LV108).

Vsechny tyto izolaty pochdzi z laboratofe prof. Paula Batese (Faculty of Health

and Medicine, Lancaster University, United Kingdom).

Leishmanie jsou uchovany v kryobance v zamrazovacich ampulich CryoTube™
Vials (NUNC) vmédiu pro kultivaci leishmanii, které navic obsahuje 5-10 %
kryokonzervaéni latky DMSO (Sigma-Aldrich). Po vymraZeni jsou leishmanie pfeneseny
do plochych zkumavek ,,flat tubes* (NUNC) s kultiva¢nim médiem a uchovany v termostatu
pii teploté 23 °C. Po nékolika dnech se kultura leishmanii pifeoCkuje do nového média.
Jako inokulum slouzi 3-5 kapek star$i kultury. Dostatecné narostld kultura bunék (4-5 dni

po preockovani) pak byla pouzita pro infek¢ni sani flebotomt.
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3.3. Chov flebotomu

Pouzila jsem Sest druhti flebotomt, které¢ pochazeji z chovi katedry parazitologie na PiF
UK: Sergentomyia schwetzi (plivodem z Etiopie), Phlebotomus argentipes (z Indie),
Phlebotomus duboscqi (ze Senegalu), Phlebotomus orientalis (z Etiopie), Phlebotomus
papatasi (z Turecka) a Phlebotomus sergenti (t¢Z ptivodem z Turecka).

Kolonie jsou umistény v chovnych mistnostech s fotoperiodou (14 hodin svétlo - 10
hodin tma), ve kterych je udrzovdna konstantni teplota (24-26 °C) a vlhkost (50 %). Dospéli
flebotomové jsou tiikrat tydné vypousténi do nylonové sité, kterd je navazana na kovové
konstrukeci a vlozena do pevného igelitového pytle. Pro zajisténi dostateéné vlhkosti je na sit’
vlozen tac s navlhCenou vatou. Jako potrava slouzi dospélcim 50% roztok sachardzy
napustény do kousku vaty umisténé na Petriho misce. Dospé€lé samice saji krev obvykle
jednou tydné, a to ptedevSim na uspanych BALB/c mysich.

Nasaté samice jsou po defekaci pfeneseny sklenénym exhaustorem do kelimki
vylitych sadrou, ktera je navlhéena destilovanou vodou. Kelimky jsou uzavieny plastovym
vickem s monofilem a umistény do vétSich a uzavienych plastovych boxa, jejichz dno je
pokryté navlhéenym sterilizovanym piskem (viz obr. 8). V kelimcich pak samice kladou
vejce a dochédzi v nich k vyvoji Ctyf larvalnich stadii, které jsou krmeny tfikrat tydné
fermentovanou smeési krali¢ich exkrementli a granuli. Dospélci vyletujici z kukel jsou

vypousténi do nove pripravené sit€. Detailnéji je cyklus popsan ve Volf & Volfova (2011).

Obr. 8: Pomucky pro chov flebotomi (upraveno podle Volf & Volfova, 2011).

A. exhaustor a krmitko pro experimentalni sani flebotomu; B. box pro fermentaci zradla pro larvy; C. mala

a velka sit’ navazana na kovovych konstrukcich; D. kelimky v doze; E. sitky a dozy v termostatu
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3.4. Chov gekonl

Jako potencidlni hostitele plazich leishmanii jsme zvolili gekony Paroedura picta
(Squamata: Gekkonidae), pro experimenty jsem méla k dispozici celkem 8 samcil. Jedinci
byli chovani samostatné v plastovych terariich o rozmérech (24x7x18 cm), kterd byla
opatfena pisCitym substratem a doplnéna o vhodné ukryty, které poskytuji zviratim
dostate¢ny komfort (viz obr. 9). Pro omezeni stresu byla tato teraria oddélena neprtthlednou
deskou, aby byl zamezen vizualni kontakt mezi samci. Optimdlni teplota pro chov byla
zajiSténa topnymi kabely umisténymi tak, aby vznikal v terariu teplotni gradient. Gekoni
meéli trvaly pfistup k misce s ¢istou vodou a jako potravu dostavali 1-2x tydné cvrcky
¢i moucné Cervy obalené ve vitaminové smeési.

Rod Paroedura je monofyletickou skupinou celedi Gekkonidae. Vyskytuje
se v oblastech Madagaskaru a Komorskych ostrovli, pro které je tento rod endemicky.
Paroedura picta (Peters, 1854) je jednim znejvétSich zastupcli tohoto rodu. Jedna
se o terestricky druh gekona, ktery je aktivni v noci a setkat se s nim miizeme predev§im
v suchych ¢i polosuchych oblastech (shrnuto v Nussbaum & Raxworthy, 2000; Jackman
Nicmén¢ intervaly mezi jednotlivymi sniskami vajec jsou pom&rné kratké (7-10 dni), a tak
je tento druh gekona pro svou nendro¢nost Casto chovan v zajeti a stal se oblibenym
spole¢nikem v domécnostech celého svéta (Kubicka & Kratochvil, 2009). Stale Castéji také
byva vyuzivan ve vyzkumnych zafizenich jako modelovy organismus (Brillet, 1993;

Blumberg a kol., 2002; Kratochvil a kol., 2006; Starostova a kol., 2010).

Obr. 9: Samci gekona druhu Paroedura picta v chovné

ubikaci (a) pfi manipulaci (b) (vlastni zdroj).
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3.5. Experimentalni infekce flebotomii

Pro experimentalni infekce je nezbytné pfiprava membran z kuteci kize, ptes které budou
samice flebotomu sat. Mrtvé, tfi dny staré kufe je zbaveno pefi v oblasti bficha ¢i zad.
StaZend kiize je 2 x 10 minut promyvéana v 70% ethanolu, zbavena tuku a ddle namacena
ve sterilnim fyziologickém roztoku opét 2 x 10 minut. Takto pfipravené kuzic¢ky jsou
uchovany pti — 20 °C.

Jesté pred provedenim infekéniho sani je tieba vymrazit pozadovanou kulturu
leishmanii a nechat ji 4-5 dni kultivovat (exponencialni faze ristu). Takto narostlou kulturu
promastigotii nejprve nékolikrat promyjeme ve sterilnim fyziologickém roztoku. Nasledné
10 pl této kultury smichame s 990 pl fediciho roztoku a pomoci Biirkerovy komurky (P-lab)
stanovime koncentraci leishmanii a tim zjistime 1 objem kultury potiebny pro infekéni davku
5x10° bunék / 1 ml krve. Ve vodni 1azni inaktivujeme pozadovany objem defibrilované
kréali¢i krve (Bioveta) a to 35 minut pii 56 °C. Takto pfipravenou krev pak smichame
s kulturou leishmanii (300 pl kultury 5x10° bungk / 1 ml, 2700 pl krve). Na sklenéné krmitko
natdhneme kufeci membranu, kterou pfipevnime parafilmem a krmitko naplnime krvi.
Samice flebotomi staré 4-7 dni pfefoukdme do malych nylonovych sit¢k na tenkych
kovovych konstrukcich. Tyto sitky jsou poté za pomoci kolickil upevnény na krmitko (viz
obr. 10). Stala teplota krve (37 °C) je zajiSténa diky vodni lazni s vn&jsi cirkulaci. V Seru
a v dostate¢né vyhtaté mistnosti samice saji nejdéle 2 hodiny. Poté je sitka opatrné sundana
a nenasaté samice jsou vytfidény. Sit' s nasatymi samicemi je umisténa do termostatu
s teplotou 26 °C. Flebotomové maji k dispozici vatu navlhéenou destilovanou vodou
pro zajisténi vlhkosti a jako potravu kousek vaty na Petriho misce nasyceny 50% roztokem
sacharozy.

V riiznych intervalech po sani (1 az 11 dni) byly samice flebotomt uspany na ledu,
jejich stfeva byla vypitvana pod binokularni lupou a mikroskopicky vySetiena na pfitomnost
leishmanii. Kazda samice byla nejprve zbavena koncetin a pinzetou pienesena do kapky
semi-sterilniho fyziologického roztoku. Za pomoci pinzety a ru¢né vyrobenych pitevnich
nastroji (entomologické minucie zasazené ve S$pejli) byla samicim odstranéna hlava
azaposledni zadeckové clanky bylo stfevo vytaZzeno a preneseno do Cisté kapky
fyziologického roztoku.

Poté je sttevo prohlizeno pod svételnym mikroskopem, kde se hodnoti intenzita
infekce, a to ve Ctyfech kategoriich: slaba (1-100 bunék/sttevo), stiedni (100-1000

bunék/stievo), silna (vice nez 1000 bun¢k/stievo) a neinfekcni.
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Mimo to je pifi pitvach do protokolli zaznamenavana i lokalizace leishmanii

v travicim traktu flebotomt a ptipadné také jejich morfologické formy.

Obr. 10: Infek¢ni sani pies membranu — A. sitky prichycené na krmitkach;

B. detail sani flebotomt (vlastni zdroj).

3.6. Meéfeni morfologickych forem

Meéieni morfologickych forem bylo provedeno u dvou druhti sauroleishmanii — L. (S.) adleri
aL.(S.) hoogstraali ve flebotomech druhu P. orientalis. Na§im hlavnim cilem bylo porovnat
morfologii forem v riznych fazich infekce. Stfeva flebotomt byla 5., 7. a 9. den po infekci
vypitvana na podloznim sklicku v kapce sterilniho fyziologického roztoku. V misté vyusténi
malpigickych trubic bylo stievo rozdéleno a zadni ¢ast stieva byla pienesena do samostatné
kapky fyziologického roztoku tak, aby formy vyskytujicich se v zadni ¢asti stfeva mohly byt
studovany zvlast. Casti stiev pozitivni na leishmaniovou infekci byly opatrné rozméacknuty
krycim sklickem a po zaschnuti byly fixovadny 5 minut metanolem. Takto pfipravena sklicka
byla barvena roztokem Giemsy (Fluka; fedénym v poméru 1:20 destilovanou vodou)
po dobu 20 minut a poté byla oplachnuta destilovanou vodou.

Preparaty byly prohlizeny za pouziti imerzniho oleje (zvétseni 1000x) pod svételnym
mikroskopem (Olympus BX51) se zabudovanou kamerou (DP-70). Jednotlivé leishmanie
byly foceny v programu QuickPHOTO MICRO 2.2 (Olympus). Méfeni bylo provedeno
¢asti) a délka biciku. Pro kazdou skupinu (den 5, 7 a 9) bylo ndhodné zméteno alesponi 140

leishmanii ze tii riznych flebotomt. Data byla poté vyhodnocena v programu SPSS.
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Jednotlivé morfologické formy (viz tab. 4) byly stanoveny na zaklad¢ kritérii Sadlova

a kol. (2010) s ptihlédnutim k Adler & Theodor (1929).

Tab. 4: Morfologické formy sauroleishmanii

Dlouhé nektomonady délka téla > 14 um

délka biciku < dvojnasobek délky tela
Metacyklicti promastigoti pomér délky biciku a téla > 2
Kratci promastigoti (leptomonady) délka téla < 14 pm

délka bic¢iku < dvojnasobek délky téla

Haptomonady

Kulaté formy

3.7. Experimentalni infekce gekont

Gekoni druhu Paroedura picta byli experimentalng infikovani dvéma druhy sauroleishmanii
— Leishmania (S.) adleri nebo Leishmania (S.) hoogstraali. Celkem osm gekont tedy bylo
rozdéleno do dvou skupin po Ctyfech, pficemz vzdy dva jedinci z kazdé skupiny byli
nakazeni peroralné€ a zbyli dva intraperitonealn¢.

Gekoni byli infikovani promastigoty z kultury ve stacionarni fazi (7. den
po inokulaci). Kultura byla nejprve né€kolikrat promyta ve sterilnim fyziologickém roztoku
a pomoci Biirkerovy komitrky (P-lab) byl stanoven pocet leishmanii. Kazd¢é zvife bylo
nakazeno infekéni ddvkou 107 bungk v 10 pl fyziologického roztoku. Pomoci jemné
insulinové injekéni stiikacky bylo toto mnozstvi injikovano dvéma gekonlim do oblasti
peritonea. U zbylych dvou jsme pro peroralni zplisob nédkazy pouzili cvréky. Ti byli pinzetou
znehybnéni, pokapani 10 pl kultury s leishmaniemi a bezprostfedné nabidnuti gekoniim
k pozieni. Tento postup byl stejny pro infekce obéma druhy leishmanii.

Infikovani jedinci byli 3., 6., 9. a 12. tyden vySetfovani pomoci xenodiagnostiky (viz
obr. 11). Sou€asné¢ byl kontrolovan jejich zdravotni stav a kondice, ackoliv se infekce
sauroleishmanii u plazti jevi jako bezptiznakové. Cast gekontl infikovana intraperitonealné
byla 12. tyden po infekci usmrcena. U vSech Ctyft jedinch byla provedena pitva, pii niz bylo
odebrano nékolik vzorki: krev, slezina, jatra a kousek kiize z riiznych ¢asti téla. Tyto vzorky

byly vySetieny na ptfitomnost leishmanii pomoci PCR.
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Obr. 11: Gekon druhu Paroedura picta na némz saji flebotomové Sergentomyia

schwetzi pti xenodiagnostickém vySetieni (vlastni zdroj).

Skupina nakaZenad perordlné byla znovu infikovédna, tentokrat intraperitonealné
a vyssi infekéni davkou (5x107 bungk / 10 ul / zvite). Tito gekoni byli nasledn& opét
kontrolovani a vySetfovani pomoci xenodiagnostiky po dobu dalSich 12 tydnd. Poté byl
experiment ukoncen, zvifata byla usmrcena a byly jim odebrany vzorky vnitinich organt

na PCR detekci leishmanii. Celkové schéma pokusu popisuje obr. 12.

3.8.  Xenodiagnostika

Infikovani gekoni byli na pfitomnost leishmanii vySetfovani pomoci xenodiagnostiky
anasledné kultivace a PCR detekce sauroleishmanii. Xenodiagnostiku poprvé pouzil
a popsal prof. Emile Brumpt v roce 1914 pii studiu Chagasovy choroby. Tato metoda
detekuje pfitomnost parazita v krvi hostitele diky krevsajicimu pienase€i, ve kterém
se nasati parazité pomnozi. V piipadé€ leishmanioz je tedy infikovany hostitel vystaven sani
prenasece-flebotoma, ve kterém pak dochazi k vyvoji a mnozeni leishmanii. Nasaté samice
jsou poté mikroskopicky vySetieny na pfitomnost paraziti (Molina a kol., 1994; shrnuto
oproti jinym laboratornim modeltim jako jsou tteba BALB/c mysi. Obvykle se totiZ jeStérim

odebira krev z loketni zily nebo zastfizenim Spic¢ky ocasu, coz je pro zvife znacné¢ stresujici
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a u gekonll navic riskantni kvili pousténi ocasu v reakci na stresové situace. Vzhledem

k potfebé opakovanych odbérii

xenodiagnostika.

Perorilni infekee (i. d. 1x107)
TO

)

Xenodiagnostika
T3, T6, T9, T12

)

se nam jako nejSetrnéjsi

/

Intraperitonedini infekce (i. d. 1x107)
TO

)
Xenodiagnostika
T3, T6, T9, T12

)

Usmrceni a pitvy L.

metoda jevila prave

Reinfekce
intraperitonealné

@ N TH2 (vzorky na PCR) T12
i.d =10’

)
Xenodiagnostika II.
T15, T18, T21, T24

4

Usmrceni a pitvy II. -1-
(vzorky na PCR) T24

Obr. 12: Schéma experimentalnich infekci gekont (vlastni zdroj).

Vysvétlivky: i. d. — infekéni davka; T — tyden po infekei

V ramci svych experimentil jsem také zkoumala hostitelskou atraktivitu gekonil
pro rizné druhy flebotomi. Pro xenodiagnostické vySetfeni jsem nakonec zvolila 4-7 dni
staré samice Sergentomyia schwetzi, které v nasich laboratornich chovech saly na gekonech
nejochotnéji. Do nylonovych siték na kovové konstrukci bylo oddéleno vzdy 50-100 samic
a do kazdé z nich byl umistén jeden z osmi gekonti. Samice flebotoml na gekonech saly
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1-2 hodiny za tmy pfi teploté 26 °C. Poté byly nenasaté samice vytfidény, nasatym byl
podan cukr i vlhkost a sitky byly uchovéany v termostatech pti 26 °C.

Pitvy stfev byly vzdy provedeny nejpozdéji 2 dny po sani, tedy jesté pied defekaci,
ato vzhledem k tomu, Ze po defekaci se vétSina infekci v Se. schwetzi ztraci, jak bylo zjisténo
v predchozich pokusech. Samice flebotomut byly nejprve imobilizovany na ledu. Poté byla
kazda z nich kratce promyta v 70 % ethanolu a dale ve sterilnim fyziologickém roztoku.
Stievo bylo vypitvano na sterilnim podloznim sklicku a pieneseno pomoci injek¢ni stiikacky
do plochych zkumavek s krevnim agarem a médiem. Tyto zkumavky byly nésledné ulozeny
v termostatu pii 23 °C a prubézné kontrolovany pod inverznim mikroskopem. Z Casti
vypitvanych stfev pak byly navic udélany roztéry pro ptipadné morfometrické stanoveni
forem leishmanii. Cést imobilizovanych nasatych samic byla dana do mikrozkumavek
s 200 pl , tissue lysis buffer” (Roche), zamrazena pii — 20 °C a pozdé&ji vyuzita pro detekci

leishmanii pomoci PCR.

3.9. PCR detekce sauroleishmanii

Izolace DNA

K izolaci DNA byly pouzity tkan€ experimentalné infikovanych gekonit Paroedura
picta. Gekoni byli usmrceni 12. tyden po infekci (skupina infikovand intraperitonedln¢;
gekoni €. 1-4) a 24. tyden po infekci (reinfikovana skupina; gekoni €. 5-8). Kazdému
gekonovi byl odebran vzorek krve, sleziny, jater a kouski kiize z riznych ¢asti t¢la. Jatra
byla homogenizovana rozmélnénim v 500 pl eluéniho pufru (,,elution buffer, Roche).

Vsechny vzorky byly uchovany v mikrozkumavkach pti —20 °C. Z téchto vzorka
jsme posléze izolovali DNA pomoci High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche)
dle protokolu vyrobce. Vyizolovanda DNA byla eluovana do 40-200 pl elu¢niho pufru
a uchovana v mikrozkumavkach taktéz pti — 20 °C.

Podobnym zpiisobem byla izolovdna DNA ze samic flebotomt druhu Sergentomyia
schwetzi nasatych na experimentdlné nakaZenych gekonech pii xenodiagnostickém
vySetieni. Nasaté samice byly nejprve imobilizovany na ledu a poté preneseny
do mikrozkumavek s 200 pl lyza¢niho pufru (,.tissue lysis buffer, Roche). Pocet flebotomt
se pohyboval v rozmezi 1-12 jedincl na vzorek (podle poctu nasatych samic). Sterilnimi
tyCinkami byly jednotlivé vzorky homogenizovany a poté z téchto vzorki byla izolovana

DNA (viz vyse). Vyizolovana DNA byla eluovana do 100 ul PCR H>O.
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Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pro detekci sauroleishmanii ve tkdnich gekonl a ve flebotomech, kteti byli vyuziti

pii xenodiagnostice, byla pouzita metoda klasické PCR s primery o sekvencich forward (F):

AGATTATGGAGCTCTGCGACAA areverse (R): TAGTTCGTCTTGGTGCGGTC. Tyto

primery jsou cileny na 246 pb dlouhy tsek DNA v sekvenci ITS1 malé ribozomalni

podjednotky. Slozeni reakéni smési popisuje tab. 5. PCR reakce probihala dle protokolu

sepsan¢ho v tab. 6, po jehoz ukonceni byla zchlazena na 12 °C. Vysledné PCR produkty

byly ovéfovany na pfitomnost specifického amplikonu pomoci horizontalni elektroforézy

za pouziti 1% agardzového gelu a TAE pufru. Jako dv€ pozitivni kontroly slouzily DNA

izolovana z kultury Leishmania major a z Leishmania (Sauroleishmania) adleri.

Tab. 5: SloZeni reakéni smési

Slozka Mnozstvi
Master Mix (Emerald green) | 10 pl
Primer F 0,5 ul
Primer R 0,5 ul
PCR H20 7 ul
vzorek DNA 2 ul
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Tab. 6: Prubéh PCR reakce

Teplota | Cas Opakovani
94 °C 3:30 min | 1x

94 °C 0:30s 35x

54 °C 0:30s

72 °C 0:35s

72 °C 5:00 min | 1x




4. Vysledky

4.1. Experimentélni infekce flebotomt

Vyvoj ¢ty druhlt sauroleishmanii byl zkoumdn u vybranych druhti flebotomid roda

Sergentomyia a Phlebotomus. Infekéni davka byla 5x10°.

4.1.1. Leishmania (S.) adleri

Vyvoj L. (S.) adleri jsme studovali u tfi druht flebotomt: Se. schwetzi, P. papatasi
a P. argentipes. Pitvy byly provedeny vzdy 1. a 7. den po infekci (PI). Vysledky infek¢nich
sani shrnuje a porovnava tab. 7 a obr. 13. Lokalizaci leishmanii v travicim traktu flebotomti
pak popisuje tab. 8 a obr. 14.

Prvni den PI byly u vSech tii druhii flebotomt leishmanie pfitomny v naséaté krvi
uvniti peritrofické matrix (endoperitroficky prostor).

Sedmy den PI se ve Se. schwetzi leishmanie vyvijely v oblasti zadniho stfeva, infekce
byly slabé (v fadu desitek kust) a lokalizované ptfedevsim v pyloru a ileu. Pfevladajici
formou byly pfisedlé haptomonady, avSak u dvou samic byly v zadnim stfevé ptitomny
1 dlouhé bicikaté formy. U flebotomt druhu P. papatasi se L. (S.) adleri vyvijela obdobné.
Den 7 PI se leishmanie nachazely v oblasti zadniho stfeva, (pfedevSim v pyloru), pfitomny
byly opét prevazné ptisedlé haptomonady, ale také dlouhé bicikaté formy. U jedné samice
P. papatasi bylo n¢kolik promastigott lokalizovano téZ v oblasti anteriorniho a thorakéalniho
mesenteronu. Vyvoj Leishmania (S.) adleri v P. argentipes byl odliSny. Ackoliv v den 1 PI
se parazité zdali byt malo pohyblivi a poSkozeni, v den 7 PI se nachazeli v zadni ¢asti traktu
flebotoml, mimo to vSak dochazelo k jejich anteriorni migraci. V nékterych ptipadech
(40 %) tedy byli parazité pozorovani i v piedni ¢éasti tradviciho traktu (v anteriornim
1 thorakalnim mesenteronu) a dokonce také v oblasti cardie, tedy tésn€ za stomodedlni
valvou. U jedné samice byla stomodeélni valva kolonizovana pfisedlymi formami. U ¢asti
samic P. argentipes nedoSlo ani 7. den PI k Gplné defekaci a leishmanie byly pfitomny

ve zbytcich krve.
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Tab. 7: Vysledky infekénich sani a porovnani intenzity infekce L. (S.) adleri ve tiech druzich

flebotom: Se. schwetzi, P. papatasi a P. argentipes.

Vysvétlivky: PI — po infekci

Silna Stiedni Slaba Neinfekéni Celkem
Se. schwetzi Den 1 PI 8 4 0 9 21
Den 7 PI 1 0 11 48 60
P. papatasi Den 1 PI 16 3 0 0 19
Den 7 PI 1 2 11 46 60
P. argentipes Den 1 PI 0 11 13 9 33
Den 7 PI 6 7 9 46 68
19
100%
90%
L2 80% 33
g 70%
< 60% 21 .
S W Silna
c 50% stredni
Q O Stredni
m 40% 68 b
< OSlaba
g 30% 60 60
X 20%
10% -
0% — —
D1 D7 D1 D7 D1 D7
Se. schwetzi P. papatasi P. argentipes

Obr. 13: Porovnani intenzity infekce L. (S.) adleri ve ttech druzich flebotomi Se. schwetzi,

P. papatasi a P. argentipes. Cisla nad sloupci znaéi poéet vypitvanych samic.
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Tab. 8: Lokalizace infekce L. (S.) adleri ve tiech druzich flebotomt Se. schwetzi,

P. papatasi a P. argentipes.

Vysvétlivky zkratek: EP — endoperitroficky prostor; HG — zadni stievo; AMG — anteriorni mesenteron;

TMG - thorakalni mesenteron; cardia — oblast tésn€ za stomodealni valvou; SV — stomodealni valva

PI - po infekci

EP | HG | HG HG HG HG | AMG | AMG | AMG | SV
AMG | AMG | cardia | SV TMG | cardia
TMG

Se. schwetzi | Den 1 PI 12

Den 7 PI 1 11
P. papatasi Den 1 PI 19

Den 7 PI 1 12 1
P. argentipes | Den 1 P1 | 24

Den 7 PI 9 4 1 1 1 3 2 1

P. argentipes |
2 P.papatasi |
Se.schwetzi [
P. argentipes [ Y T
5 P.papatasi NG
Se. schwetzi - ERIEEEG

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

mEEP B HG B HG + AMG B HG + AMG + TMG
B HG + cardia EHG+SV B AMG OAMG + TMG
O AMG + cardia mSV

Obr. 14: Lokalizace leishmanii druhu L. (S.) adleri v travicim traktu flebotomt druhi

Se. schwetzi, P. papatasi a P. argentipes.

Vysvétlivky zkratek: EP — endoperitroficky prostor; HG — zadni stievo; AMG — anteriorni mesenteron;

TMG - thorakalni mesenteron; cardia — oblast té€sné za stomodealni valvou; SV — stomodealni valva
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V ndvaznosti na vySe shrnuté vysledky jsme se rozhodli timto druhem
sauroleishmanie infikovat dalsi tfi druhy flebotomt: P. duboscqi, P. sergenti a P. orientalis,
ktefi se pfirozen¢ vyskytuji v oblasti rozsiteni L. (S.) adleri. Pro dukladné&jsi pozorovani
pribéhu infekce byly pitvy provedeny vzdy 1., 5., 7., 9. a 11. den po infekci (PI). Vysledky
infekénich sani shrnuje a porovnava tab. 9 a obr. 15. Lokalizaci leishmanii v travicim traktu
flebotomt pak popisuje tab. 10 a obr. 17.

Prvni den 1 PIse u vSech tii druhti flebotomu leishmanie hojn¢ mnozily v nasaté krvi
uvnitt endoperitrofického prostoru.

U druhu P. duboscqi byly leishmanie den 5, 7, 9 a 11 PI lokalizované v zadnim
sttevé, anteriornim a thorakdlnim mesenteronu. V zadnim stfevé ptevladaly piisedlé
haptomonady, v mensi mife zde také byla pozorovéna 1 bi¢ikata stddia. U Ctyt samic (50 %)
byly leishmanie 11. den PI taktéz pfitomny v oblasti cardie.

Naproti tomu u druhu P. sergenti se leishmanie 5., 7. a 9. den PI vyskytovaly téméf
vyhradné v zadnim stfevé, predevSim v oblasti pyloru a ilea. Nejvétsi zastoupeni zde mély
ptisedlé haptomonady, ale opét byly v nékterych ptipadech pozorovany i dlouhé bicikaté
formy. Pouze u dvou samic (4,5 %) bylo 7. den PI nalezeno mens$i mnozstvi promastigoti
také v oblasti anteriorniho mesenteronu. Den 11 PI byly leishmanie pfitomny opé&t prevazné
v zadnim stfevé, n€kolik leishmanii bylo pozorovano ale i v anteriornim a thorakalnim
mesenteronu a u jedné samice dokonce v oblasti cardie.

Infekce byly prevazné silné a leishmanie jiz 5. den PI byly nalezeny 1 v pfedni ¢asti traviciho
traktu, v€etné thorakalniho mesenteronu a cardie. Den 7 PI byly leishmanie pozorovany
pfisedlé na stomodedlni valvé. Infekce v podobné intenzité pretrvavaly 1 den 9 a 11 PI

a dochézelo i ke kolonizaci stomodeélni valvy (viz obr. 16).
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Tab. 9: Vysledky infekénich sani a porovnani intenzity infekce L. (S.) adleri ve tiech druzich

flebotomt: P. duboscqi, P. sergenti a P. orientalis.

Vysvétlivky: PI — po infekci

Silna Stiedni Slaba Neinfekéni | Celkem
P. duboscqi Den 1 PI 30 0 0 0 30
Den 5 PI 10 2 9 10 31
Den 7 PI 10 7 11 43 71
Den 9 PI 1 5 22 36
Den 11 PI 3 2 3 22 30
P. sergenti Den 1 PI 24 5 1 0 30
Den 5 PI 0 1 26 5 32
Den 7 PI 5 12 27 19 63
Den 9 PI 0 4 6 6 16
Den 11 PI 6 2 3 16 27
P. orientalis Den 1 PI 5 5 6 19
Den 5 PI 10 0 0 8 18
Den 7 PI 35 1 2 13 51
Den 9 PI 4 2 23
Den 11 PI 7 4 2 22
30 30
100%
90% 32 19

80%

51
70% — 16 23
22
60% ] 18 o
0% | | B Silnd
(0]
20% /1 36 27 I:lStFednl'
(o]
30% 30 OSlaba
20% B
10%
0% - B

D1 D5 D7 D9 D11 D1 D5 D7 D9 D11 D1 D5 D7 D9 D11

% nakazenych samic

P. duboscqi P. sergenti P. orientalis

Obr. 15: Porovnani intenzity infekce L. (S.) adleri ve tiech druzich flebotomil P. duboscqi,

P. sergenti a P. orientalis. Cisla nad sloupci zna¢i poet vypitvanych samic.
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Tab. 10: Lokalizace infekce L. (S.) adleri v travicim traktu flebotomti druhti P. duboscqi,

P. sergenti a P. orientalis.

Vysvétlivky zkratek: EP — endoperitroficky prostor; HG — zadni stievo; AMG — anteriorni mesenteron;

TMG - thorakalni mesenteron; cardia — oblast tésn€ za stomodealni valvou; SV — stomodealni valva

PI - po infekci

EP | HG | HG HG HG HG | AMG | AMG | AMG | SV
AMG | AMG | cardia | SV TMG | cardia
TMG

P. duboscqi | Den1PI | 30
Den 5 PI 8 7 3 2 1
Den 7 PI 8 10 4 3 2 1
Den 9 PI 1 9 2 1 1
Den 11 PI 2 1 1 3 1

P. sergenti Den 1 PI | 30
Den 5 PI 27
Den 7 PI 42 2
Den 9 PI 10
Den 11 PI 7 2 1 1

P. orientalis Den 1 PI 16
Den 5 PI 3 4 1 1 1
Den 7 PI 3 2 1 19 2 8 2 1
Den 9 PI 3 4 2 2 1 1 1
Denl1l1PI | 2 3 2 3 1 1 1

Obr. 16: Kolonizace stomodeélni valvy L. (S.) adleri v P. orientalis

11. den PI (svételny mikroskop; zvétseni 400x).
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Obr. 17: Lokalizace leishmanii druhu L. (S.) adleri v trdvicim traktu flebotomt druh

P. duboscqi, P. sergenti a P. orientalis.

Vysvétlivky zkratek: EP — endoperitroficky prostor; HG — zadni stfevo; AMG — anteriorni mesenteron;

TMG - thorakalni mesenteron; cardia — oblast tésn€ za stomodealni valvou; SV — stomodealni valva
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4.1.2. Leishmania (S.) gymnodactyli

U L. (S.) gymnodactyli jsme studovali vyvoj u tii druhii flebotomii: Se. schwetzi,
P. papatasi a P. argentipes. Pitvy byly provedeny vzdy 1. a 7. den po infekei (PI). Vysledky
infekénich séni shrnuje a porovnava tab. 11 a obr. 18. Lokalizaci leishmanii v travicim traktu
flebotomt pak popisuje tab. 12 a obr. 19.

Den 1 PI se leishmanie vzdy vyvijely v nasaté krvi obklopené peritrofickou matrix,
avsak u P. argentipes nékteré jevily znamky poskozeni a byly malo pohyblivé. V den 7 PI

byly leishmanie pfitomny pouze ve zbytcich nestravené nevydefekované krve.

Tab. 11: Vysledky infek¢nich sani a porovnani intenzity infekce L. (S.) gymnodactyli

ve tfech druzich flebotomi: Se. schwetzi, P. papatasi a P. argentipes.

Vysvétlivky: PI — po infekei

Silna | Stfedni Slaba Neinfekéni | Celkem
Se. schwetzi Den 1 PI 3 2 1 4 10
Den 7 P1 1 0 0 29 30
P. papatasi Den 1 PI 19 0 0 1 20
Den 7 P1 1 0 0 54 55
P. argentipes Den 1 PI 2 6 9 3 20
Den 7 PI 10 1 2 47 60
100% 20
20

Q
£ 80%
©
2 10

0,

o 60% B Silné
[ v .
] O Stfedni

N 40% ,
o O Slaba
© 0
\% 20%
°© 30 55 -

0% [ ] —
D1 D7 D1 D7 D1 D7
S. schwetzi P. papatasi P. argentipes

Obr. 18: Porovnani intenzity infekce L. (S.) gymnodactyli ve tfech druzich flebotomu

Se. schwetzi, P. papatasi a P. argentipes. Cisla nad sloupci znaéi poet vypitvanych samic.
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Tab. 12: Lokalizace infekce L. (S.) gymnodactyli ve tiech druzich flebotomu Se. schwetzi,

P. papatasi a P. argentipes.

Vysvétlivky zkratek: EP — endoperitroficky prostor; HG — zadni stievo; AMG — anteriorni mesenteron;

TMG - thorakalni mesenteron; cardia — oblast tésn€ za stomodealni valvou; SV — stomodealni valva

PI - po infekci

EP | HG | HG HG HG HG AMG | AMG | AMG | SV
AMG | AMG | cardia | SV TMG | cardia
TMG
Se. schwetzi | Den 1 PI | 6
Den 7 PI 1
P. papatasi | Den1PI | 19
Den 7 PI 1
P. argentipes | Den 1 P1 | 17
Den7PI | 13

P. argentipes

D1

Se. schwetzi

P. argentipes

Se. schwetzi

EEP

P. papatasi

a P. papatasi

0%

B HG + cardia
O AMG + cardia

Obr. 19: Lokalizace leishmanii druhu L. (S.) gymnodactyli v travicim traktu flebotomi
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druhii Se. schwetzi, P. papatasi a P. argentipes.
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B HG + AMG + TMG
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Vysvétlivky zkratek: EP — endoperitroficky prostor; HG — zadni stievo; AMG — anteriorni mesenteron;

TMG - thorakalni mesenteron; cardia — oblast té€sné za stomodealni valvou; SV — stomodealni valva
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4.1.3. Leishmania (S.) hoogstraali

U L. (8.) hoogstraali jsme studovali vyvoj u tii druht flebotomi: Se. schwetzi,
P. papatasi a P. argentipes. Pitvy byly provedeny vzdy 1. a 7. den po infekei (PI). Vysledky
infekénich séni shrnuje a porovnava tab. 13 a obr. 20. Lokalizaci leishmanii v travicim traktu
flebotomt pak popisuje tab. 14 a obr. 21.

Den 1 PI byly leishmanie lokalizovany v nasaté krvi obklopené peritrofickou matrix.
Den 7 PI byla nakaZena pouze 1 samice Se. schwetzi, slaba infekce byla lokalizovana
v anteriornim mesenteronu. U flebotomd druhu P. papatasi byla 7. den PI pozorovana
nakaza pouze u tfi samic. Ve dvou piipadech byly leishmanie lokalizované pouze
v abdominalnim mesenteronu, v jednom piipadé bylo nékolik promastigotli piitomno
1 v thorakalnim mesenteronu. U jedné nevydefekované samice byly leishmanie pozorovany
v endoperitrofickém prostoru.

Vyrazné¢ uspés$néji se tento druh sauroleishmanie vyvijel u P. argentipes.
Leishmania (S.) hoogstraali vytvatela 7. den PI pfevazné silné infekce. Kromé& zadniho
stteva byli parazité pozorovani také v pfedni €ésti traviciho traktu (79 %), vyskytovaly

se pomérn¢ hojné v oblasti cardie a dochazelo i ke kolonizaci stomodealni valvy (20 %).

Tab. 13: Vysledky infekénich sdni a porovnéni intenzity infekce L. (S.) hoogstraali ve tiech

druzich flebotomti: Se. schwetzi, P. papatasi a P. argentipes.

Vysvétlivky: PI — po infekei

Silna Stfedni | Slaba Neinfekéni Celkem
Se. schwetzi Den 1 PI 5 1 2 2 10
Den 7 PI 0 0 1 31 32
P. papatasi Den 1 PI 10 7 2 1 20
Den 7 PI 2 0 2 58 62
P. argentipes Den 1 PI 7 13 1 25
Den 7 PI 25 8 6 20 59
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Obr. 20: Porovnani intenzity infekce L. (S.) hoogstraali ve ttech druzich flebotomi
Se. schwetzi, P. papatasi a P. argentipes. Cisla nad sloupci zna&i po&et vypitvanych samic.

Tab. 14: Lokalizace infekce L. (S.) hoogstraali ve ttech druzich flebotomt Se. schwetzi,

P. papatasi a P. argentipes.

Vysvétlivky zkratek: EP — endoperitroficky prostor; HG — zadni stievo; AMG — anteriorni mesenteron;

TMG - thorakalni mesenteron; cardia — oblast tésn€ za stomodealni valvou; SV — stomodealni valva

PI - po infekci

EP | HG | HG HG HG HG | AMG | AMG | AMG | SV
AMG | AMG | cardia SV TMG | cardia
TMG

Se. schwetzi | Den1PI | 8

Den 7 PI 1
P. papatasi Den1PI | 19

Den7PI | 1 2 1
P. argentipes | Den 1 PI | 24

Den7PI | 8 2 3 2 6 7 5 6
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Obr. 21: Lokalizace leishmanii druhu L. (S.) hoogstraali v travicim traktu flebotomt

druhil Se. schwetzi, P. papatasi a P. argentipes.

Vysvétlivky zkratek: EP — endoperitroficky prostor; HG — zadni stievo; AMG — anteriorni mesenteron;
TMG — thorakalni mesen teron; cardia — oblast t€sné za stomodealni valvou; SV — stomodealni valva

Na zakladé zminénych vysledkl jsme se rozhodli experimentalné nakazit dalsi tfi
druhy flebotomil, a to P. duboscqi, P. sergenti a P. orientalis, ktefi jsou rozsifeni v misté
vyskytu L. (S.) hoogstraali. Pro detailnéjsi pozorovani prubéhu infekce byly pitvy provedeny
vzdy 1.,5.,7. a9. den po infekci (PI). Vysledky infekénich séni shrnuje a porovnava tab. 15
a obr. 22. Lokalizaci leishmanii v travicim traktu flebotomi pak popisuje tab. 16 a obr. 23.

U flebotomt druhu P. duboscqi byly den 1 PI v nasété krvi uvnitt endoperitrofického
prostoru ptitomny piedevsim silné infekce leishmanii. Nicméné po defekaci (den 5 PI) byly
pozorovany jen slabé infekce v zadnim stfevé a anteriornim mesenteronu. U jedné samice
byly leishmanie pfitomny navic i v thorakdlnim mesenteronu. Den 7 a 9 PI dochézelo
k postupnému sniZovani intenzity infekce a u nakazenych samic bylo pozorovano pouze
nekolik desitek leishmanii. Hlavni zastoupeni v zadnim stievé mély ptisedlé haptomonady,
v men$i mife $tihlé bicikaté formy. Silné a stiedni infekce byly den 5, 7 a 9 PI pozorovany

pouze ve zbytcich krve u ¢asteéné vydefekovanych samic.
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U P. sergenti byly den 1 PI pozorovany piedevSim slabé a stfedni infekce.
U vydefekovanych samic byly den 5, 7 1 9 PI pouze slab¢ infekce. V zadnim stfevé a u jedné
samice 1 v anteriornim mesenteronu bylo lokalizovano pouze nékolik desitek leishmanii.
Stiedni a silné infekce byly opét pouze u samic s nevydefekovanymi zbytky krve.

Ve flebotomech P. orientalis vytvarel tento druh sauroleishmanie den 1 PI pouze
slabé az stfedni infekce. Ptesto se 5., 7.1 9. den PI leishmanie pomérmné hojné ve stfeve
mnozily. V zadnim stfevé jsme pozorovali opét piisedlé haptomonady a v nékolika
piipadech také bic¢ikaté formy. Nicméné tento druh sauroleishmanie mél jiz 5. den PI
tendence kolonizovat spiSe piedni casti traviciho traktu a v zadnim stievé tak byly
lokalizované hlavné slabsi infekce. Den 7 a 9 PI dochézelo k vyvoji typickych pozdnich

infekci a ke kolonizaci stomodeélni valvy.

Tab. 15: Vysledky infek¢nich sani a porovnani intenzity infekce L. (S.) hoogstraali ve tfech

druzich flebotomt: P. duboscqi, P. sergenti a P. orientalis.

Vysvétlivky: PI — po infekei

Silna Stredni Slaba Neinfekéni | Celkem

P. duboscqi Den 1 PI 8 10 2 0 20
Den 5 PI 2 2 10 26 40

Den 7 PI 1 1 4 34 40

Den 9 PI 1 0 1 29 31

P. sergenti Den 1 PI 0 6 9 0 15

Den 5 PI 4 1 3 29 37

Den 7 PI 1 0 0 30 31

Den 9 PI 0 0 2 27 29

P. orientalis | Den 1 PI 0 2 13 1 16
Den 5 PI 5 9 7 18 39

Den 7 PI 3 8 11 8 30

Den 9 PI 2 6 14 13 35
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Obr. 22: Porovnani intenzity infekce L. (S.) hoogstraali ve ttech druzich flebotomu

Se. schwetzi, P. papatasi a P. argentipes. Cisla nad sloupci zna&i po&et vypitvanych samic.

Tab. 16: Lokalizace infekce L. (S.) hoogstraali ve ttech druzich flebotomt P. duboscqi,

P. sergenti a P. orientalis.

Vysvétlivky zkratek: EP — endoperitroficky prostor; HG — zadni stievo; AMG — anteriorni mesenteron;

TMG - thorakalni mesenteron; cardia — oblast tésné€ za stomodealni valvou; SV — stomodealni valva

PI - po infekci

EP | HG | HG HG HG HG | AMG | AMG | AMG | SV
AMG | AMG | cardia | SV TMG | cardia
TMG
P. duboscqi Den 1 PI | 20
Den 5 PI 3 5 1 5
Den 7 PI 2 4
Den 9 PI 1 1
P. sergenti Den1PI | 15
Den 5 PI 4 3 1
Den 7 PI 1
Den 9 PI 2
P. orientalis | Den1PI | 15
Den 5 PI 4 4 1 12
Den 7 PI 1 2 5 2 7 2 1 2
Den 9 PI 1 4 4 1 7 3 2
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Obr. 23: Lokalizace leishmanii druhu L. (S.) hoogstraali v travicim traktu flebotomt

druhii P. duboscqi, P. sergenti a P. orientalis.

Vysvétlivky zkratek: EP — endoperitroficky prostor; HG — zadni stievo; AMG — anteriorni mesenteron;

TMG - thorakalni mesenteron; cardia — oblast té€sné za stomodealni valvou; SV — stomodealni valva



4.1.4. Leishmania (S.) tarentolae

U L. (S.) tarentolae jsme studovali vyvoj u tfi druht flebotomu: Se. schwetzi,
P. papatasi a P. argentipes. Pitvy byly provedeny vzdy 1. a 7. den po infekei (PI). Vysledky
infekénich séni shrnuje a porovnava tab. 17 a obr. 24. Lokalizaci leishmanii v travicim traktu
flebotomt pak popisuje tab. 18 a obr. 25.

Den 1 PI byly leishmanie lokalizovany v nasaté krvi obklopené peritrofickou matrix,
u P. argentipes jevily n€které leishmanie znamky poskozeni a infekce byly spiSe nizké. Den
7 PI se pak leishmanie nachazely pouze ve zbytcich nestravené¢ krve. U zcela
vydefekovanych samic nebyly leishmanie pozorovany. K ndkaze doslo jen u jedné samice
P. argentipes, nicméné¢ intenzita infekce byla velmi nizk4, v anteriornim mesenteronu bylo

pozorovano pouze nékolik leishmanii.

Tab. 17: Vysledky infek¢nich sani a porovnani intenzity infekce L. (S.) tarentolae ve ttech

druzich flebotomt: Se. schwetzi, P. papatasi a P. argentipes.

Vysvétlivky: PI — po infekei

Silna | Stiedni Slaba Neinfekéni Celkem
Se. schwetzi Den 1 PI 8 5 2 8 23
Den 7 PI 2 1 0 47 50
P. papatasi Den 1 PI 9 7 2 2 20
Den 7 PI 0 0 1 54 55
P. argentipes | Den 1 PI 0 6 6 8 20
Den 7 PI 11 2 3 39 55
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Obr. 24: Porovnani intenzity infekce L. (S.) tarentolae ve tfech druzich flebotomt
Se. schwetzi, P. papatasi a P. argentipes. Cisla nad sloupci zna&i podet vypitvanych samic.
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Tab. 18: Lokalizace infekce L. (S.) tarentolae ve tfech druzich flebotomt Se. schwetzi,

P. papatasi a P. argentipes.

Vysvétlivky zkratek: EP — endoperitroficky prostor; HG — zadni stievo; AMG — anteriorni mesenteron;

TMG - thorakalni mesenteron; cardia — oblast tésn€ za stomodealni valvou; SV — stomodealni valva

PI - po infekci

EP | HG | HG HG HG HG | AMG | AMG | AMG | SV
AMG | AMG | cardia | SV TMG | cardia
™G

Se. schwetzi | Den 1 PI 15

Den 7 PI 3
P. papatasi | Den 1 P1 18

Den 7 PI 1
P. argentipes | Den 1 PI 12

Den 7 PI 15 1

p. argentipes
g P.papatasi I
Se. schwetzi -
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5 Popapatas
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0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

mEP B HG EHG + AMG B HG + AMG + TMG
W HG + cardia EHG + SV B AMG OAMG + TMG
OAMG + cardia msv

Obr. 25: Lokalizace leishmanii druhu L. (S.) tarentolae v travicim traktu flebotomut druhii

Se. schwetzi, P. papatasi a P. argentipes.

Vysvétlivky zkratek: EP — endoperitroficky prostor; HG — zadni stievo; AMG — anteriorni mesenteron;

TMG - thorakalni mesenteron; cardia — oblast té€sné za stomodealni valvou; SV — stomodealni valva
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4.2. Morfologické formy sauroleishmanii ve flebotomech

V dalsi c¢asti diplomové prace jsem studovala morfologické formy dvou druhii
sauroleishmanii — Leishmania (S.) adleri a Leishmania (S.) hoogstraali béhem pozdnich
infekci ve Phlebotomus orientalis. Samice flebotomt byly vypitvany v den 5., 7. a 9. PI
aroztéry jejich stiev byly nabarveny. Na zdkladé kritérii od Sadlova akol. (2010)
s ptihlédnutim k Adler & Theodor (1929) bylo stanoveno 5 morfologickych forem:

— Dlouhé nektomonady (obr. 27 - A)

— Metacyklicti promastigoti (obr. 27 - B)

— Kratei promastigoti — leptomonady (obr. 27 - C)
— Haptomonady (obr. 27 - D)

— Kaulaté formy (obr. 27 - E)

U obou druhii sauroleishmanii jsme pfi prohliZeni stfev ve svételném mikroskopu
pozorovali také dals$i morfologickou formu tzv. ,fisherman‘s float“ (viz obr. 26), tedy
leishmanie pfipominajici svym tvarem rybaiské plovaky. Tyto formy maji rozsifené télo
v oblasti jadra, které se pak dale vyrazné zuzuje. ,,Fisherman’s float* jiZ dfive zaznamenalo
nékolik autort (Heisch, 1958; McMillan, 1965), nicméné doposud nebyly bliZe definovany.
Na barvenych roztérech navic nebyly tyto formy dostatecné patrné pro méteni, a jsou zde

uvadény tedy pouze pro doplnéni informaci.

™

10 pm

Obr. 26: ,,Fisherman’s float* forma L. (S.) adleri v porovnani

s ilustraci od Heisch (1958; upraveno).
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Obr. 27: Morfologické formy sauroleishmanii (barveni Giemsou, zvétseni 1000x).

A. dlouhd nektomondda; B. metacyklicky promastigot;

C. kratky promastigot; D. haptomonada; E. kulaté formy



Morfologické formy popsané vyse jsou pro oba dva druhy sauroleishmanii totozné,
lisil se pouze jejich poctech. Zastoupeni jednotlivych forem den 5, 7 a 9 PI popisuje tab. 19
pro Leishmania (S.) adleri a tab. 20 pro Leishmania (S.) hoogstraali. U L. (S.) adleri byly
nejvice zastoupeny dlouhé nektomonady (75 %), zatimco u L. (S.) hoogstraali prevladali
kratei promastigoti (leptomonddy) (62 %). Jak u dlouhych nektomonad, tak u kratkych
promastigotli jsme pozorovali také buiky s vyrazné zkracenym bic¢ikem, jehoz délka
se pohybovala kolem 4 pm.

Metacyklicti promastigoti (pomér délky biciku a téla > 2) byli zastoupeni u obou
dvou druhti sauroleishmanii, a to po celou dobu sledovani infekce (den 5, 7 a 9 PI). Tato
stadia byla morfologicky zna¢né proménliva, podle délky a §itky téla jsme mohli rozlisit tii
typy bunék: kratké Siroké, kratké Stihlé a dlouhé $tihlé metacykly. Nékteré z téchto forem
meély vyrazné€ prodlouzené biciky jejichz délka dosahovala az k 50 pm.

DalSimi formami byly haptomonady s typicky listeckovitym bicikem a také kulaté
formy s velmi kratkym ¢i chyb&jicim bic¢ikem. Rozméry jednotlivych forem v rGznych
fazich infekce shrnuji tabulky 21 (a-c) pro Leishmania (S.) adleri a tabulky 22 (a-c) pro

Leishmania (S.) hoogstraali.

Predevsim haptomonadni formy, které byvaji pevné ptichyceny k povrchu stieva (viz
obr. 28) nejsou v roztérech dobie detekovatelné a jsou tedy pozorovany spiSe ziidka.
Vzhledem ktomu, Ze doposud nikdo detailnéji nepopsal morfologické formy
sauroleishmanii v pfenaseci, jsme se rozhodli v nasem pfipadé méfit pravé 1 haptomonady,
ackoliv je jejich pocet znaéné¢ podhodnocen. Plivodné bylo stievo pti pitvach rozd€leno
v misté malpigickych trubic na dvé ¢asti pro pfesné stanoveni forem v piedni a zadni ¢asti
stteva. Nicméné zdidvodu niz§iho poctu leishmanii v zadni C¢asti stfeva a hufe
detekovatelnych haptomonad se nepodafilo v zadnim stfevé zméfit vypovidajici pocet
leishmanii. Formy vyskytujici se v zadni ¢asti stteva jsou tedy popsdny samostatné nize.

V oblasti zadniho stfeva jsou dle prohlizeni ve svételném mikroskopu nejcastéji
zastoupenymi formami ptisedlé haptomonddy. V mensi mife byly v proktodeu pozorovany
ale 1 §tihlé formy s dlouhym bi¢ikem, kdy u ¢asti téchto forem dochézelo k prichyceni bi¢iku
k chitindzni vystelce proktodea. Cast téchto forem byla v zadnim stievé volné. Vypovidajici
pocet leishmanii v zadnim stfevé se podatilo namétit pouze pii velmi silné infekei L. (S.)
adleri u jedné samice P. orientalis 5. den PI. V tomto pifipadé bylo v zadnim stfevé
zastoupeno vSech pét zminénych morfologickych forem. Pfitomna byla také stadia

s dlouhymi biciky, ktera dle definice odpovidaji metacyklim.
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Obr. 28: Prisedlé formy L. (S.) adleri v zadnim stievé P. orientalis

ve svételném mikroskopu (zvétseno 400%).

Tab. 19: Zastoupeni jednotlivych morfologickych forem druhu L. (S.) adleri.

Den5PI | Den7Pl | Den9PI Celkem
Dlouhé nektomonady 106 117 121 344
Metacyklicti promastigoti 14 2 3 19
Kratci promastigoti — leptomonady | 48 21 16 85
Haptomonady 7 0 0 7
Kulaté formy 2 1 0 3
Celkem 177 141 140 458

Tab. 20: Zastoupeni jednotlivych morfologickych forem druhu L. (S.) hoogstraali.

Den5PI | Den7PI | Den9PI Celkem
Dlouhé nektomonady 16 70 48 134
Metacyklicti promastigoti 12 15 1 28
Kratci promastigoti — leptomonady | 112 58 100 270
Haptomonady 0 0 1 1
Kulaté formy 0 0 3 3
Celkem 140 143 153 436
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Méieni forem Leishmania (S.) adleri v P. orientalis

Tab. 21 (a): Rozméry jednotlivych forem L. (S.) adleri — den 5 PL

Délka téla Siika t&la Délka biciku
Dlouhé Primér (odchylka) 18,37 (£ 0,23) 1,92 (£ 0,05) 20,77 (£ 0,61)
nektomonady Median 17,91 1,87 20,45
Minimum 14,0 1,0 33
Maximum 25,6 4,3 38
Pocet forem 106 106 106
Metacyklicti Primér (odchylka) 11,73 (£ 1,32) 1,75 (= 0,30) 31,8 (+3,15)
promastigoti Median 12,07 1,29 31,54
Minimum 33 0,9 14,8
Maximum 20,1 4.4 53,2
Pocet forem 14 14 14
Kratci Primér (odchylka) 11,11 (£ 0,28) 2,15 (+0,08) 14,43 (£ 0,8)
promastigoti Median 11,42 2,04 12,86
(leptomonady) Minimum 5,9 1,2 5,5
Maximum 13,9 4,5 32,1
Pocet forem 48 48 48
Haptomonady Primér (odchylka) 8,06 (£ 0,37) 2,13 (x0,11) 2,36 (£0,31)
Median 8,52 2,21 2,2
Minimum 6,9 1,7 1,3
Maximum 9,1 2,5 4
Pocet forem 7 7 7
Kulaté formy Primér (odchylka) 4,8 (+0,04) 4,25 (£0,32) 0,89 (+0,89)
Median 4.8 4,25 0,89
Minimum 4.8 3,9 0
Maximum 4,8 4,6 1,8
Pocet forem 2 2 2
Celkem 177
Tab. 21 (b): Rozméry jednotlivych forem L. (S.) adleri — den 7 PI.
Délka téla Sika téla Délka bigiku
Dlouhé Primér (odchylka) 18,85 (+0,28) 2,1 (£0,03) 18,38 (£ 0,47)
nektomonady Median 18,51 2,02 18,1
Minimum 14 1,4 3,8
Maximum 26,8 3,1 38
Pocet forem 117 117 117
Metacyklicti Primér (odchylka) 11,51 (£5,82) 1,78 (£ 0,07) 24,64 (+10,48)
promastigoti Median 11,51 1,78 24,64
Minimum 5,7 1,7 14,2
Maximum 17,3 1,9 35,1
Pocet forem 2 2 2
Kratci Primér (odchylka) 13,33 (£ 0,33) 2,31 (£0,22) 13,59 (£ 0,98)
promastigoti Median 12,81 2,02 13,74
(leptomonady) Minimum 8,4 1,4 2,8
Maximum 13,9 5,1 23,5
Pocet forem 21 21 21
Kulaté formy Primér (odchylka) 3,79 3,88 0,87
Median 3,79 3,88 0,87
Minimum 3,8 39 0,9
Maximum 3,8 3,9 0,9
Pocet forem 1 1 1
Celkem 141
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Tab. 21 (¢): Rozméry jednotlivych forem L. (S.) adleri — den 9 PL

Délka téla Sitka téla Délka bi¢iku

Dlouhé Primér (odchylka) 18,31 (£ 0,26) 2,14 (£ 0,03) 17,43 (£ 0,52)
nektomonady Median 17,78 2,12 17,27

Minimum 14,1 1,3 3,8

Maximum 29,2 3,7 34,7

Pocet forem 121 121 121
Metacyklicti Primér (odchylka) 6,01 (+0,25) 3,45 (= 1,19) 17,14 (£ 2,64)
promastigoti Median 5,81 2,8 17,01

Minimum 5,7 1,8 12,6

Maximum 6,5 5,8 21,8

Pocet forem 3 3 3
Kratci Pramér (odchylka) 12,675 (£ 0,31) 2,2 (£0,1) 13,26 (£ 1,26)
promastigoti Median 12,98 2,12 13,08
(leptomonady) Minimum 9,1 1,6 4

Maximum 13,9 2.9 20,9

Pocet forem 16 16 16

Celkem 140
Méreni forem Leishmania (S.) hoogstraali v P. orientalis
Tab. 22 (a): Rozméry jednotlivych forem L. (S.) hoogstraali — den 5 PL
Délka téla Sika téla Délka bigiku

Dlouhé Primér (odchylka) 16,36 (£ 0,58) 2,29 (x0,14) 17,85 (£ 1,38)
nektomonady Median 16,1 2,3 17,28

Minimum 14 1,5 6,7

Maximum 21,8 3,9 27,6

Pocet forem 16 16 16
Metacyklicti Primér (odchylka) 7,27 (£ 0,82) 3,3(x0,27) 19,25 (£ 1,75)
promastigoti Median 7,09 3,19 16,97

Minimum 39 2,1 9,9

Maximum 12,8 5 29

Pocet forem 12 12 12
Kratci Priamér (odchylka) 10,99 (+0,16) 2,2 (£0,04) 12,42 (£ 0,5)
promastigoti Median 11,21 2,17 11,7
(leptomonady) Minimum 6,7 1,5 1

Maximum 13,8 3,7 26,1

Pocet forem 112 112 112

Celkem 140
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Tab. 22 (b): Rozméry jednotlivych forem L. (S.) hoogstraali — den 7 PL

Délka téla Siika téla Délka biciku

Dlouhé Pramér (odchylka) 17,15 (£ 0,36) 2,26 (+0,58) 19,54 (+ 0,88)
nektomonady Median 16,13 2,21 19,57

Minimum 14 1,4 39

Maximum 26,9 4.4 39,1

Pocet forem 70 70 70
Metacyklicti Primér (odchylka) 12,03 (£ 1,06) 2,58 (£ 0,28) 26,81 (£2,02)
promastigoti Median 11,15 2,13 24,12

Minimum 6,9 1,8 18,1

Maximum 19,7 5,9 41,8

Pocet forem 15 15 15
Kratci Pramér (odchylka) 11,38 (£ 0,22) 2,19 (£0,72) 14,34 (£ 0,73)
promastigoti Median 11,45 2,04 13,67
(leptomonady) Minimum 7,3 1,5 3,9

Maximum 13,9 4.1 253

Pocet forem 58 58 58

Celkem 143
Tab. 22 (c¢): Rozméry jednotlivych forem L. (S.) hoogstraali — den 9 P1L.
Délka téla Sitka t&la Délka biciku

Dlouhé Primér (odchylka) 16,38 (£0,27) 2,32 (£ 0,07) 17,47 (£ 0,63)
nektomonady Median 15,61 2,24 17,91

Minimum 14,1 1,3 5,9

Maximum 21,1 3,6 25,4

Pocet forem 48 48 48
Metacyklicti Prameér (odchylka) 9,25 1,54 19,95
promastigoti Median 9,25 1,54 19,95

Minimum 9.3 1,5 19,9

Maximum 93 1,5 19,9

Pocet forem 1 1 1
Kratci Pramér (odchylka) 10,7 (£0,2) 2,36 (£ 0,06) 12,17 (£ 0,62)
promastigoti Median 11,02 2,26 12,37
(leptomonady) Minimum 4,8 1,5 1,4

Maximum 13,9 49 24 .4

Pocet forem 100 100 100
Haptomonady Pramér (odchylka) 5,45 2,69 2,3

Median 5,45 2,69 2,3

Minimum 5,5 2,7 23

Maximum 5,5 2,7 2.3

Pocet forem 1 1 1
Kulaté formy Priamér (odchylka) 6,05 (£ 0,24) 5,32 (x0,17) 0,45 (£ 0,22)

Medidn 5,8 5,29 0,67

Minimum 5,8 5,1 0

Maximum 6,5 5,6 0,7

Pocet forem 3 3 3

Celkem 153
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4.3. Experimentalni infekce gekonli

Gekoni druhu Paroedura picta byli experimentdln¢ infikovani dvéma druhy
sauroleishmanii, ¢tyii jedinci byli nakazeni Leishmania (S.) adleri a zbyli Ctyti Leishmania
(S.) hoogstraali. Vzdy dva gekoni ze skupiny byli infikovani intraperitoneadlné a dva
peroralng, infekéni davka byla 107 bunék. Gekoni byli na piitomnost leishmanii vySetfovani
po dobu 12 tydnii pomoci xenodiagnostiky. Cast nasatych samic byla vypitvana a jejich
stteva byla pouzita na kultivaci, vysledky shrnuje tab. 23. Zbyl4 ¢ast nasatych samic byla
fixovana pro PCR detekci leishmanii. Prikaz leishmanii pomoci PCR byl u vSech samic
Se. schwetzi nasatych na infikovanych gekonech negativni, vysledky shrnuje tab. 24.
Zdravotni stav gekoni a jejich kondice byly po celou dobu sledovani infekce dobré.
Avsak tyden 9 PI doSlo k vyraznému snizovani vahy u gekona €. 3 - intraperitonealni infekce
L. (S.) hoogstraali, coZ nasledné vedlo k jeho umrti. Gekon byl nalezen delSi dobu po tmrti

(ptes vikend) a nebylo tak mozné odebrat jeho vnitini organy pro PCR detekci leishmanii.

Tab. 23: Vysledky kultivaci nasatych stiev Se. schwetzi pti xenodiagnostickém vySetieni.

Vysvétlivky: 1-8 — Cislo gekona; A — gekoni infikovani L. (S.) adleri; H — gekoni infikovani L. (S.)

hoogstraali; 1 — gekoni infikovani intraperitonealné; P — gekoni infikovani peroralné; T — tyden po infekci.

TO PI T3 PI T6 PI T9 PI T12 Pl
1-A-1 o 0] 0 @ @
2-A-1 o 0] 0 @ @
3-H-I 0] ? 0 o -
4-H-1 ) ) 0 0 0
5-A-P o 0] 0 @ @
6-A-P ? ? 0 @ 0
7-H-P ? ? 0 @ 0
8-H-P o 0] 0 @ @
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Tab. 24: PCR detekce sauroleishmanii ve flebotomech Se. schwetzi.

Vysvétlivky: 1-8 — ¢islo gekona; A — gekoni infikovani L. (S.) adleri; H — gekoni infikovani L. (S.)

hoogstraali; 1 — gekoni infikovani intraperitonealné¢; P — gekoni infikovani perordlné; T — tyden po infekci.

Gekon Cas Pocet flebotomil Vysledek
TO PI 3 Neg.
T3 PI 6 Neg.
1-A-1 T6 PI 6 Neg.
T9 PI 4 Neg.
T12 PI 7 Neg.
TO PI 8 Neg.
T3 PI 6 Neg.
2-A-1 T6 PI 10 Neg.
T9 PI 6 Neg.
T12 PI 3 Neg.
TO PI 10 Neg.
T3 PI 1 Neg.
3-H-I T6 PI 1 Neg.
T9 PI 6 Neg.
T12 PI - -
TO PI 6 Neg.
T3 PI 5 Neg.
4-H-1 T6 PI 2 Neg.
T9 PI 4 Neg.
T12 PI 5 Neg.
TO PI 4 Neg.
T3 PI 1 Neg
5-A-P T6 PI 3 Neg
T9 PI 4 Neg.
T12 PI 5 Neg.
TO PI - -
T3 PI 4 Neg
6-A-P T6 PI 5 Neg.
T9 PI 8 Neg.
T12 PI 4 Neg.
TO PI 5 Neg.
T3 PI 2 Neg.
7-H-P T6 PI 3 Neg.
T9 PI 2 Neg.
T12 PI 2 Neg.
TO PI 24 Neg.
T3 PI 9 Neg.
8-H-P T6 PI 6 Neg.
T9 PI 3 Neg.
T12 PI 3 Neg.
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Po 12 tydnech PI byla skupina infikovéna intraperitonealné usmrcena a pro
vylouéeni nékazy vnitinich organti bylo gekonim odebrano né¢kolik vzorkd na PCR
detekci sauroleishmanii. DNA sauroleishmanii nebyla zaznamenana v zddném z nich,

vysledky shrnuje tab. 25.

Tab. 25: PCR detekce sauroleishmanii ve tkédnich gekont.

Vysvétlivky: 1-8 — ¢islo gekona; A — gekoni infikovani L. (S.) adleri; H — gekoni infikovani L. (S.)
hoogstraali; T — tyden po infekei.

Gekon Usmrceni Pocet vySetfovanych vzorkl Vysledek
1-A-1 T12 PI 4 (krev, slezina, jatra, kiize) Neg.
2-A-1 T12 PI 4 (krev, slezina, jatra, klize) Neg.
4-H-I T12 PI 4 (krev, slezina, jatra, klize) Neg.

Skupina nakazena peroralné byla 12. tyden PI znovu infikovana intraperitonealné
a vyssi infekéni davkou 5x107. Gekoni byli opét vySetfovani pomoci xenodiagnostiky
po dobu dalSich 12 tydnt. Vysledky z kultivaci nasatych stiev Se. schwetzi shrnuje pro tuto
reinfikovanou skupinu tab. 26. Pfi vySetfeni pomoci PCR nebyla pfitomnost leishmanii

u samic Se. schwetzi satych na reinfikovanych gekonech potvrzena viz tab. 27.

Tab. 26: Vysledky kultivaci nasatych stiev Se. schwetzi pti xenodiagnostickém vySetieni

u reinfikované skupiny gekontl.

Vysvétlivky: 5-8 — Cislo gekona; A — gekoni infikovani L. (S.) adleri; H — gekoni infikovani L. (S.)

hoogstraali; Re — reinfikovana skupina; T — tyden po infekci.

T15PI T18 PI T21 PI T24 PI
5-A-Re 1) 1) ) @
6-A-Re ) @ @ @
7-H-Re 1) ? ) ?
8-H-Re 0] @ ) @
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Tab. 27: PCR detekce sauroleishmanii ve flebotomech Se. schwetzi — reinfikovand skupina.

Vysvétlivky: 5-8 — ¢islo gekona; A — gekoni infikovani L. (S.) adleri; H — gekoni infikovani L. (S.)

hoogstraali; Re — reinfikovana skupina; T — tyden po infekci.

Gekon Cas Pocet flebotomil Vysledek
T15PI 5 Neg.
T18 PI 5 Neg.
>-A-Re T21 PI 5 Neg.
T24 PI 6 Neg.
T15 PI 6 Neg.
T18 PI 4 Neg.
6-A-Re T21 PI 6 Neg.
T24 PI 1 Neg.
T15PI 1 Neg.
T18 PI 2 Neg.
7-H-Re T21 PI 4 Neg.
T24 PI 4 Neg.
T15PI 5 Neg.
T18 PI 7 Neg.
LR T21 PI 10 Neg.
T24 PI 1 Neg.

Experiment byl 24. tyden PI ukonéen. Gekoni z reinfikované skupiny byli usmrceni
a také jim byly odebrany vzorky vnitinich organt pro PCR detekci leishmanii. Ani v tomto

ptipad¢ nebyla DNA sauroleishmanii detekovana v zadném ze vzorki viz tab. 28.

Tab. 28: PCR detekce sauroleishmanii ve tkanich gekoni — reinfikovana skupina.

Vysvétlivky: 1-8 — ¢islo gekona; A — gekoni infikovani L. (S.) adleri; H — gekoni infikovani L. (S.)

hoogstraali; Re — reinfikovana skupina; T — tyden po infekci.

Gekon Usmrceni Pocet vySetfovanych vzorkl Vysledek
5-A-Re T24 PI 4 (krev, slezina, jatra, kiize) Neg.
6-A-Re T24 PI 4 (krev, slezina, jatra, kiize) Neg.
7-H-Re T24 PI 4 (krev, slezina, jatra, kiize) Neg.
8-H-Re T24 PI 4 (krev, slezina, jatra, klize) Neg.
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5. Diskuze

Za prenasece plazich leishmanii jsou povazovani flebotomové rodu Sergentomyia, kteti
ochotné¢ saji na studenokrevnych obratlovcich. AvSak ochota sat piilezitostné na plazech
byla potvrzena i u nékolika druhti flebotomt rodu Phlebotomus a to u P. papatasi,
P. caucasicus a P. sergenti (Adler & Theodor, 1929; shrnuto v Belova, 1971). Také
se ukazalo, ze nckteré druhy sauroleishmanii byly schopny v téchto flebotomech vyvijet
pozdni infekce. Typickym ptikladem je Leishmania (S.) ceramodactyli a Leishmania (S.)
tarentolae, jejichz vyvoj v P. papatasi popsali Adler & Theodor (1929).

Podle klasifikace od Lainson & Shaw (1987) jsou sauroleishmanie fazeny do skupiny
Hypopylaria a je pro né typicky vyvoj omezeny na zadni stievo flebotomi. Nicméné n¢kolik
autorti také zaznamenalo anteriorni migraci nékterych druhti sauroleishmanii v mesenteronu
flebotomil (shrnuto v Adler, 1964; Telford, 2009), coz naznac¢uje moznost peripylarniho
vyvoje. Problémem je, Ze vétSina studii o sauroleishmaniich je jiz starSiho data a informace
jsou mnohdy rozporuplné. Nelze s jistotou fici, zda bi¢ikovei pozorovani ve flebotomech
opravdu nalezeli mezi Sauroleishmania. Na zdkladé nejasného zplisobu vyvoje
sauroleishmanii ve flebotomech a za pouZiti modernéjSim vyzkumnych metod jsme se tedy
rozhodli provést srovnavaci studii se ¢tyfmi druhy sauroleishmanii ve vybranych druzich
flebotomil chovanych v nasi laboratofi.

Vyvoj dvou druhil sauroleishmanii, Leishmania (S.) gymnodactyli a Leishmania (S.)
tarentolae, jsme porovnavali u tii druht flebotoma: Se. schwetzi, P. papatasi
a P. argentipes. Kromé¢ jediného zastupce rodu Sergentomyia, kterého jsme méli k dispozici
(Se. schwetzi), jsme pouzili jednoho zastupce rodu Phlebotomus, ktery je povazovan
za specifického ptenasece (P. papatasi) a jednoho zastupce, jenZ je permisivnim pienasecem
(P. argentipes) (Volf & Myskova, 2007). Tyto dva druhy sauroleishmanii ptezivaly ve vSech
ttech druzich flebotomt v Casné fazi infekce (den 1 po sani), avSak nevytvarely pozdni
infekce v ani jednom z nich a byly vydefekovany spolu se zbytky nestrdvené potravy.
Neuspésny vyvoj L. (S.) tarentolae v P. papatasi je v rozporu s pozorovanim Adler
& Theodor (1929), kteti naopak popsali u tohoto druhu flebotom ptitomnost leishmanii
v oblasti cardie den 3 a 5 po infekci. Rozdilné vysledky mohou byt dle mého nazoru
zapticinéné pouzitim odlisSnych kment L. (S.) tarentolae.

Dalsi dva druhy sauroleishmanii, L. (S.) adleri a L. (S.) hoogstraali, jsme testovali
nejprve ve vySe zminénych tfech druzich flebotomi. Oba druhy sauroleishmanii se Gspésné

vyvijely v P. argentipes, a tak jsme okruh testovanych flebotomii rozsifili o dalsi tii
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druhy: P. sergenti a P. duboscqi, ktefi jsou povazovani za specifické prenaSece (shrnuto
v Dostalova & Volf, 2012), a P. orientalis, ktery je permisivnim pienaseem (Seblové a kol.,
2013).

Ukazalo se, ze L. (S.) adleri byla schopna vytvaret pozdni infekce u vSech téchto Sesti
druhii flebotomi. Ve flebotomech Se. schwetzi, P. papatasi a P. sergenti byly leishmanie
lokalizované v zadnim stfeve€, zatimco u druhl P. argentipes, P. duboscqi a P. orientalis
se leishmanie vyvijely také v piedni Casti traviciho traktu, tedy peripylarné. Navic u druha
P. argentipes a P. orientalis dochazelo ke kolonizaci stomodealni valvy.

Anteriorni migraci L. (S.) adleri popsal u flebotomti Se. clydei jiz diive Heisch
(1958). Nicmén¢ tuto informaci nelze povazovat za zcela relevantni. Autor totiz soudil, ze
se jedna o tento druh sauroleishmanie pouze na zdklad€ podobnosti pozorovanych bicikovci
s témi, které z jeStérek Latastia longicaudata izoloval a popsal jako L. (S.) adleri. Ackoliv
byli nakazeni flebotomové odchyceni ve stejné lokalité¢ jako infikované jestérky, nelze
s jistotou fict, ze se skute¢né jednalo o sauroleishmanie, natoz o druh L. (S.) adleri.

Naproti tomu u flebotomt druhit P. papatasi a P. sergenti se Leishmania (S.) adleri
vyvijela po celou dobu sledovani infekce takika vyhradné v zadnim stievé, tedy
hypopylarné. Odlisny zptsob vyvoje L. (S.) adleri v riznych druzich flebotomt byl
prekvapivy a toto zjisténi odporuje hypotéze Lainson & Shaw (1987) o déleni do skupin
Suprapylaria, Peripylaria a Hypopylaria.

Dtivodem hypopylarniho vyvoje L. (S.) adleri v P. sergenti a P. papatasi mize byt
neschopnost pfichyceni se v mesenteronu. Tyto dva druhy flebotomt jsou fazeny mezi
specifické vektory. Phlebotomus sergenti je specifickym pienaSecem L. tropica (Kamhawi
a kol., 2000), zatimco P. papatasi je specifickym vektorem L. major (Pimenta a kol., 1994)
a L. turanica (Chajbullinova a kol, 2012). U téchto druhi flebotomi se leishmanie
pfichytavaji na epitel mesenteronu diky druhové specifickému lipofosfoglykanu (LPG).
U L. major se LPG s termindlnimi galaktosovymi epitopy vaze na galektin P. papatasi
(Kamhawi a kol., 2004) a velmi podobny LPG ma i L. turanica (Volf a kol., 2014). LPG
u sauroleishmanii nebyl doposud detailnéji zkouman a tomuto tématu se vénovalo jen velmi
malo studii. Zd4 se, ze L. (S.) tarentolae ztratila n¢které geny podilejici se na syntéze LPG
(Raymond a kol., 2011). U L. (S.) adleri se nepodafilo prokazat existenci LPG pomoci
protilatek CA7AE, které rozpoznavaji fosforylované disacharidy, jez jsou soucasti LPG
u patogennich leishmanii (Previato a kol., 1997). Schopnost L. (S.) adleri udrzet
se v travicim traktu P. papatasi a P. sergenti i po defekaci si tedy vysvétlujeme tim, ze

sauroleishmanie se sice nejsou schopny pfichytit v mesenteronu, ale vyuzivaji ke svému
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ptichyceni odliSny mechanismus a jinou lokalizaci v travici trubici flebotoma. Jejich bicik
se vaze k chitindzni vystelce zadniho stfeva, a proto nejsou leishmanie pii defekaci
vylouceny.

Naproti tomu flebotomové druhu P. argentipes a P. orientalis jsou fazeni mezi
permisivni vektory a v laboratornich podminkach jsou nachylni vi¢i rGznym druhim
leishmanii, které v nich mohou vytvofit i plnohodnotné pozdni infekce (shrnuto v Dostalova
& Volf, 2012). U permisivnich pienasect se leishmanie pfichytavaji jinym mechanismem,
ktery je nezavisly na LPG. Jejich mesenteron je pokryt vysoce glykosylovanymi proteiny,
které byly u druhu Lu. logipalpis popsany jako mucin (Myskova a kol., 2016). Leishmanie
riznych druhii a zfejmé i1 nékteré sauroleishmanie se tak mohou vézat nespecificky
na mesenteron permisivnich druhti flebotomt. Pravé u téchto druhtli jsme také zaznamenali
kolonizaci stomodedlni valvy L. (S.) adleri.

Nicméné otazkou zlstava, jak si vysvétlit anteriorni migraci Leishmania (S.) adleri
u druhu P. duboscqi, ktery byva zpravidla povazovan za specifického vektora (Svarovska
a kol., 2010).

U stejnych Sesti druhii flebotoml (Se. schwetzi, P. papatasi, P. argentipes,
P. duboscqi, P.sergenti a P. orientalis) jsme také zkoumali vyvoj Leishmania (S.)
hoogstraali. Tento druh sauroleishmanie vyvijel pozdni infekce pouze u druhli P. argentipes
a P. orientalis. V téchto dvou druzich flebotomil se L. (S.) hoogstraali vyvijela peripylarné
a dochazelo také ke kolonizaci stomodealni valvy. U zbylych druhi flebotomt se infekce
ztracely po defekaci. NetuspeéSny vyvoj L. (S.) hoogstraali v P. papatasi popsal jiz diive
McMillan (1965) a naSe vysledky jeho tvrzeni potvrzuji. Lainson a kol. (1977)
experimentalné infikovali flebotomy druhu Lutzomyia longipalpis, nicméné ani v tomto
druhu flebotoma nevytvatela L. (S.) hoogstraali pozdni infekce. Autofi poukazuji na fakt, Ze
tak zfejmé bylo z diivodu nekompetentnosti tohoto vektora, ktery je rozsifen v Novém svéte,
zatimco tento druh sauroleishmanie je rozsifen ve Starém svét€. Dle mné dostupné literatury
nebyl vyvoj L. (S.) hoogstraali u jinych druhil flebotoml zkouman.

Vyse zminéné vysledky prokazaly, ze u nékterych druhli sauroleishmanii opravdu
dochdzi k anteriorni migraci v travicim traktu flebotomt a k peripylarnimu zpiisobu vyvoje.
Tuto schopnost jsme zaznamenali opakované u L. (S.) adleri a L. (S.) hoogstraali, které byly
v nékterych flebotomech také schopny kolonizace stomodealni valvy. Pokud je mi zndmo,
ptitomnost sauroleishmanii ptisedlych na stomodedlni valvé byla popsana pouze v jednom
ptipadé, a to u samic Se. minuta, které zkoumal prof. J. A. Rioux v roce 1969 ve Francii

(shrnuto v Killick-Kendrick, 1979). Avsak i v tomto pfipad¢ neni jasné, zda pozorovany
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parazit opravdu nalezel mezi Sauroleishmania. Sam Killick-Kendrick poukazuje
na pritomnost bi¢ikoveti v malpigickych trubicich flebotomtl, coz je u leishmanii nezvyklé
a podle n¢j tedy flebotomové mohli byt nakazeni také nékterymi zastupci jednohostitelskych
trypanosomatid.

Pro budouci studium sauroleishmanii by bylo zadouci ziskat dalsi kolonii flebotomil
rodu Sergentomyia. Vhodnym adeptem je Se. minuta, kterd se zda byt kompetentnim
vektorem pro nékteré druhy sauroleishmanii (Adler & Theodor, 1935; shrnuto
v Killick-Kendrick, 1979; Telford, 2009). Tento druh se vyskytuje v nékterych oblastech
jizni Evropy a je zajimavy také tim, ze v ném byly nalezeny i leishmanie patogenni
pro ¢lovéka (Maia & Depaquit, 2016). Je mozné, ze Se. minuta by byla pro studium
sauroleishmanii vhodnéjsi nez Se. schwetzi, kterou se zatim nepodafilo nakazit Zadnym
druhem leishmanii, kromé L. (S.) adleri, ktera vyvijela pouze slabé infekce. Diivodem je,
ze u Se. schwetzi se peritroficka matrix rozpada az tésné pred defekaci, coz neposkytuje
promastigotiim dostatek ¢asu pro uchyceni ve stievé (Sadlova a kol., 2013). Dynamika
tvorby a rozpadu peritrofické matrix je druhové specificky proces (Pruzinova a kol., 2015).
Je tedy mozné, Ze u Se. minuta bude rozpad peritrofické matrix a defekace probihat jinym

zpusobem.

Zpisob, jakym se plazi hostitelé sauroleishmaniemi nakazi je nejasny. Vzhledem
k hypopylarnimu vyvoji, ktery je pro Sauroleishmania typicky, se doposud uvaZovalo
zejména o kontaminativnim ptenosu, kdy se hostitel nakazi pozifenim infikovaného vektora
(Killick-Kendrick a kol., 1986). Schopnost kolonizace stomodealni valvy a anteriorni
migrace nékterych druhti sauroleishmanii naznauje moznost prenosu pfi sani pienasece.
Dle dostupné literatury se experimentalni infekce plazl sauroleishmaniemi sanim flebotomu
¢i pozfenim nakazené¢ho flebotoma v laboratofich dosud neuskutecnily nebo nezdatily

a pfesny mechanismus nakazy tedy neni objasnén (shrnuto v Telford, 2009).

Morfologie sauroleishmanii byla doposud detailngji popsana pouze ve studii Adler
& Theodor (1929). Pro lepsi pochopeni zplisobu vyvoje sauroleishmanii ve flebotomech
jsme se proto rozhodli popsat morfologické formy vyskytujici se v riiznych fazich infekce,
a to u Leishmania (S.) adleri a Leishmania (S.) hoogstraali ve flebotomech P. orientalis.
Ukaézalo se, Ze oba tyto druhy vytvarely stejné morfologické formy.

Nejcastéji jsme pozorovali dlouhé nektomonady a kratké promastigoty. Méné byla

zastoupena stadia morfologicky shodna s metacyklickymi promastigoty, haptomonady
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a také kulaté formy, které mély velmi kratky bicik, jenz dokonce v nékterych piipadech
nebyl vibec viditelny. Pfitomnost kulatych bun€k byla ptekvapiva, jelikoz u savcich
leishmanii nebyla tato stadia pii vyvoji ve flebotomech zaznamendna. Nicmén¢ tyto formy
popsali jiz diive ve své studii Adler & Theodor (1929) u L. (S.) ceramodactyli pii vyvoji
v zadnim sttevé P. papatasi a lze je tedy povazovat za typické zivotni stddium
sauroleishmanii v pfenaseci. Jedinym rozdilem byla lokalizace téchto forem, kdy v naSem
piipadé byla kulata stadia pozorovéna i v piedni ¢asti traviciho traktu flebotomu, konkrétné
VvV mesenteronu.

Dalsi formou, kterou zkoumané sauroleishmanie vytvaiely, byly tzv. ,,fisherman’s
float”. Tyto formy, které pfipominaji svym tvarem rybaiské plovaky, poprvé zaznamenal
Heisch (1958) pfi popisu L. (S.) adleri, nicméné nebyly blize definovany. Na zéklad¢ jeho
kreseb lze usuzovat, Ze tyto formy maji rozsitené télo v oblasti jadra, které se poté vyrazne
zuzuje. ,,Fisherman’s float® formy pozoroval také McMillan (1965) pii studiu L. (S.)
hoogstraali. Soud¢ dle kresby pouzité v této praci jiz nebyla morfologie forem v tomto
ptipadé tak jednoznacna. My jsme ,,fisherman’s float™ pozorovali ve svételném mikroskopu
pfi prohlizeni infikovanych stfev u obou dvou druhli sauroleishmanii. Na barvenych
roztérech ale nebyly tyto formy dostate¢né patrné, casto také dochazelo k jejich poskozeni.
Proto jsme ,,fisherman’s float* prozatim nezaznamenavali jako samostatné formy. Pfi dal§im
studiu by bylo vhodné se zaméfit na tato stadia a zdokumentovat je podrobné ve svételném
1 elektronovém mikroskopu. Je mozné, Ze se jednd o unikatni typ promastigota, ktery se
nevyskytuje u jinych leishmanii ani u jednohostitelskych zastupci celedi Trypanosomatidae.

Pti pozorovani ve svételnym mikroskopu jsme v zadnim stfevé zaznamenali ptisedlé
haptomonady a v mensi mife také Stihlé bicikaté formy, které byly jak volné, tak ptichycené
k chitindzni vystelce stfeva. Tato pozorovani odpovidaji tém, které ve své praci popsali
Adler & Theodor (1929) u L. (S.) ceramodactyli. Detailngjsi popis téchto forem a zpiisobu
jejich prichyceni k chitindzni vystelce zadniho stfeva neni bez ptipravy histologickych
preparatii mozny. Pti dalSim studiu by opét bylo vhodné vyuzit také transmisni elektronovou
mikroskopii. Vzhledem k nizkym infekcim v zadnim stievé P. orientalis se ndm podafilo
zm¢étit dostatecny pocet forem vyskytujicich se v proktodeu pouze u druhu L. (S.) adleri
5. den PI, kdy byla infekce pomérné€ vysoka. Pozorovano bylo vSech pét morfologickych
forem popsanych vyse, a to v€etné téch, které dle definice odpovidaji metacyklim.

U sav¢ich leishmanii dochazi pti metacyklogenezi k prodluZzovani LPG a piestavbé
jeho termindlnich cukri (McConville, 1992). Navic u téchto stadii také dochazi

ke zvySené expresi gent kodujici tzv. SHERP proteiny (small hydrophilic ER-asociated
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proteins) (shrnuto v Kamhawi, 2006), a proto je mozné metacyklické promastigoty savéich
leishmanii odliSit specifickymi protilatkami nebo molekuldrnimi metodami. LPG ani
SHERP proteiny nebyly u sauroleishmanii doposud spolehlivé prokazany, stejné¢ tak
neexistuji informace o metacyklogenezi sauroleishmanii. Pfi dal§im studiu by proto bylo
vhodné charakterizovat LPG a ptipadné ovéfit, zda se jeho termindlni cukry méni béhem
zivotniho cyklu ve flebotomovi. Zaroven by bylo vhodné ovéfit pritomnost metacyklickych
stadii sauroleishmanii v zadni ¢asti traviciho traktu i u jinych druhii flebotoma. Vhodnym
adeptem by mohl byt druh P. sergenti, u né¢hoz se leishmanie tohoto druhu vyvijely primarné
v zadnim stfevé, aporovnat jej s P. orientalis, kde dochéazelo k anteriorni migraci

sauroleishmanii a osidlovani piedevsim piedni ¢asti traviciho traktu.

Jak jiz ve své praci shrnula Belova (1971), sauroleishmanie parazituji u celé fady
plazich hostiteld. My jsme jako potencialni hostitele plazich leishmanii zvolili gekony druhu
Paroedura picta, kteti jsou pomérn¢ nendro¢ni na chov v laboratofi. Infikovali jsme
je dvéma druhy sauroleishmanii, L. (S.) adleri a L. (S.) hoogstraali a zvolili dva zpisoby
inokulace. Intraperitonealni davka se zda byt pomérné efektivni, zatimco perordlni zpisob
nakazy je zase blize pfirozenému pienosu, ktery je zfejmé kontaminativni.

Déale jsme zvazovali, jakym zplsobem budeme infikované gekony vySetfovat
na pfitomnost sauroleishmanii. Jako nejvhodnéjsi zplisob se nam jevila xenodiagnostika
s vyuzitim samic flebotoml druhu Sergentomyia schwetzi. Tato metoda se zda byt
nejsetrnéjsi a nejméné stresujici pro zviie, coz bylo diilezité hlavné z hlediska opakovaného
vySetifovani po dlouhou dobu (tfi mésice). Nicméné 1 tato metoda méla sva uskali.
Pro zajiSténi komfortu nebyli gekoni pfi sani imobilizovani, coz umoznilo jejich drbani
a popiipadé 1 pozieni flebotomil. Pocet nasatych samic ziskanych pifi xenodiagnostice byl
tedy proménlivy. Vyzkouseli jsme také nékolik zplisobt, jak dosdhnout vétsSiho mnozstvi
nasatych samic. V naSich laboratornich chovech mame dvé samostatné kolonie Se. schwetzi,
pficemz jedna saje na mySich a druha na gekonech. V mnozstvi nasatych samic nebyly mezi
témito dvéma koloniemi viditelné rozdily. Déle jsme zkusili prefoukat samice flebotomu
do malé¢ nadobky ptekryté silonovou puncochou, kterd byla nasledné znehybnénym
gekonlim ptikladdna na kiiZi tak, aby samice mohly sat. Nicméné ani tento zpuisob sani nebyl
vyrazn¢ efektivnéj$i a gekoni pii ném byli vystaveni vét§i mite stresu.

Po celou dobu sledovani infekce nebyla ndkaza u Zadného z gekonti prokazéna, a to
ani po zvyseni infek¢ni davky. Vylou€ena byla také infekce vnitinich organti, které byly

gekonim odebrany a diagnostikovany pomoci PCR. Leishmania (S.) adleri ani L. (S.)
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hoogstraali tedy nebyly schopny infikovat gekony druhu Paroedura picta. Domnivame
se proto, Ze tento druh gekona nelze povazovat za vhodného hostitele studovanych
sauroleishmanii.

Diivodem, pro¢ se nepodaiilo gekony nakazit, mize byt naptiklad jejich odlisné
geografické rozsifeni. Tito gekoni se bézné vyskytuji na Madagaskaru, zatimco oba dva
druhy sauroleishmanii jsou rozsifeny hlavné v oblasti subsaharské Afriky. Zda se, ze
vytipovani vhodného hostitele, ktery by byl zarovenn vhodny k laboratornimu chovu
a pokustm s flebotomy, mtize byt velmi naro¢né, a proto se v budoucnu hodldme zamétit

spiSe na tu ¢ast zivotniho cyklu sauroleishmanii, ktera probiha v pfenaseci.
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6. Zavér

o Vyvoj Leishmania (S.) gymnodactyli a Leishmania (S.) tarentolae byl zkouman u tt
druhti flebotomii: Se. schwetzi, P. papatasi a P. argentipes. Tyto dva druhy
sauroleishmanii nebyly schopné vyvinout pozdni infekce ani v jednom
ze studovanych druhti flebotomi.

o Leishmania (S.) hoogstraali byla ze Sesti zkoumanych druhi flebotomi
(Se. schwetzi, P. papatasi, P. argentipes, P. duboscqi, P. sergenti a P. orientalis)
schopna vytvéiet pozdni infekce pouze u P. argentipes a P. orientalis. V téchto
druzich flebotomti se vyvijela peripylarné (v mesenteronu a zadnim stieve),
promastigoti migrovali anteriornim smérem a kolonizovali 1 stomodeélni valvu.

o Leishmania (S.) adleri vyvijela pozdni infekce ve vSech Sesti zkoumanych druzich
flebotoml. Ve flebotomech Se. schwetzi, P. papatasi a P. sergenti se tento druh
sauroleishmanie vyvijel hypopylarné (pouze v zadnim stfeve), zatimco u druhd
P. argentipes, P. duboscqi a P. orientalis dochazelo k anteriorni migraci leishmanii
v travicim traktu flebotomt (peripylarni zpisob vyvoje). U druhl P. argentipes
a P. orientalis tato sauroleishmanie kolonizovala nejen mesenteron, ale také
stomodealni valvu.

o U Leishmania (S.) adleri a Leishmania (S.) hoogstraali v trdvicim traktu flebotomil
P. orientalis bylo mozZno rozlisit pét morfologickych forem. U L. (S.) adleri byly
nejvice zastoupeny dlouhé nektomonady, zatimco u L. (S.) hoogstraali ptevladali
kratci promastigoti (leptomonady). Déle byli u obou dvou druhli pfitomni také
metacykli¢ti promastigoti, haptomonady a kulata stadia s velmi kratkym nebo zcela
chybéjicim bic¢ikem.

o Leishmania (S.) adleri ani Leishmania (S.) hoogstraali nebyly schopny vyvinout
infekci v gekonech druhu Paroedura picta. Ani jeden z odebranych vzorkl tkani
(krev, slezina, jatra a klize) vySetfovanych pomoci konven¢ni PCR nebyl pozitivni
na pritomnost sauroleishmanii. Kultivace stiev flebotomt Sergentomyia schwetzi
nasatych na gekonech pii xenodiagnostickém vySetfeni byly negativni na pfitomnost
leishmanii po celou dobu sledovani, negativni byl i1 vysledek vySetfeni nasatych

samic Se. schwetzi pomoci metody PCR.
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