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Abstrakt:

Slozeni mikrobiomu hmyzich vektorii hraje nezastupitelnou roli pii Siteni lidskych pato-
gent. Dosavadni znalosti o vzajemnych vztazich mezi flebotomy, bakteriemi a patogeny
jsou dost omezené. Tato diplomova prace se zabyva bakterii rodu Asaia, kterd muize byt
soucasti mikrobiomu flebotoma.

Oba testované druhy, Asaia siamensis i Asaia krungthepensis, jsou schopné kolo-
nizovat stfevo Phlebotomus duboscgi a navic byl prokdzan jak transstadialni pfenos mezi
jednotlivymi larvalnimi stadii tak kontaminativni prenosu do dalsi generace. Pfi superin-
fekci Ph. duboscqi Asaia sp. a Leishmania major byl také prokazan vliv bakterii na vyvoj
leishmaniové infekce, coz mize mit vyrazny epidemiologicky dopad a je tifeba se timto

tématem nadéale zabyvat.

Kli¢ova slova: Phlebotomus, superinfekce, Asaia siamensis, Asaia krungthepensis, Leishma-

nia magjor, mikrobiom
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Abstract:

The composition of the microbiome of insect vectors plays an irreplaceable role in the
spread of human pathogens. Current knowledge of the interrelationships between phlebo-
tomes, bacteria, and pathogens is quite limited. This thesis focuses on bacterias Asaia sp.,
which can be localized in a phlebotome microbiome.

Both investigated species, Asaia siamensis and Asaia krungthepensis, can colonize
the gut of Phlebotomus duboscqi, and, in addition, both transstadial transmission between
larval stages and contaminative transmission to the next generation has been proved.
Considering the superinfection of Ph. duboscqi with Asaia sp. and Leishmania major, the
influence of bacteria on the development of leishmania infection has also been demon-
strated. Results can have significant epidemiological implications and should be further

investigated.

Keywords: sand fly, superinfection, Asaia siamensis, Asaia krungthepensis, Leishmania

major, microbiome
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Uvod a cile prace

Zastupci nematocernich dipter, flebotomové, jsou vyznamnymi prenaseci zavaznych bak-
terialnich, protozoarnich i virovych onemocnéni. Pro humanni medicinu jsou stézejni dva
rody, Phlebotomus vyskytujici se ve Starém svété a Lutzomyia, které jsou rozsiteny v No-
nobunééni organismy rodu Leishmania (Trypanosomatidae) zptisobujici leishmaniézu zod-
povédnou za vyznamnou celosvétovou morbiditu a mortalitu (shrnuto v Torres-Guerrero
a kol., 2017)).

Vyvoj parazita mize byt mimo jiné ovlivnén jeho interakci s mikrobiomem daného
prenasece, ¢ehoz vyuziva jedna z pomérné novych kontrolnich strategii oznacovana jako
paratransgeneze. Dochézi k vyuzivani bakterii, které jsou geneticky modifikovany, tak aby
produkovaly molekuly limitujici ¢i eliminujici prendseny patogen (shrnuto v Hurwitz a kol.|
2011)).

Zasadnim krokem paratransgeneze je zvoleni vhodného kandidata, ktery by mél spl-
novat podminku snadné kultivace, nepatogenity a snadné genetické manipulace (shrnuto
v Hurwitz a kol., [2011)) a takovym se jevi bakterie rodu Asaia. Jiz byly provedeny prvotni
experimenty u komért, kde byl testovan vliv paratransgenich Asaia sp. na vyvoj plazmo-
dia (Mancini a kol [2020)). A jelikoz byla tato bakterie nalezena i u flebotomt (Karimian
a kol., [2022), stala se také cilem vyzkumu této diplomové préce. Ziskané vysledky této
prace by mohly byt prvnim krokem k pochopeni vyvoje a pfenosu Asaia sp. ve fleboto-
mech a také jejim dopadu na vyvoj leishmanii ve stfevech flebotomiui a pripadnému boji

proti leishmanioze.

Cile této prace:
1. Zjistit mozné cesty prenosu bakterii rodu Asaia sp. u Phlebotomus duboscqi.

2. Prozkoumat vliv superinfekce bakteriemi Asaia siamensis a Asaia krungthepensis na

vyvoj Leishmania major ve Phlebotomus duboscqui a porovnat je mezi sebou.



1. Literarni reserse

1.1 Podceled Phlebotominae

Flebotomové patii do radu Diptera, podiddu Nematocera, celedi Psychodidae podceledi
Phlebotominae, a doposud bylo popsano vice jak 1000 druhti. Flebotomové jsou rozsi-
feni od 50° severni sitky do 40° jizni sitky, s vyjimkou Nového Zélandu a tichomorskych
ostrovu (shrnuto v |Cecilio a kol 2022), nicméné oblasti vyskytu flebotomu se z divodu
oteplovani lokalit a globalizace rozsifuji (Benallal a kol., [2022). Ptestoze je pod¢eled rozdé-
lena do nékolika roddt Phlebotomus, Sergentomyia a Chinius ze Starého svéta a Lutzomyia,
Brumptomyia a Warileya z Nového svéta, v soucasnosti jsou pouze dva z nich povazovany
za medicinsky dulezité; rod Lutzomyia v Novém svété a Phlebotomus ve Starém svété,
jelikoz jsou jejich zastupci prokdzanymi prenaseci bakterii, protozoi i viri nebezpecénych
pro ¢lovéka (shrnuto Cecilio a kol 2022). Nicméné se zd4, Ze rod Sergentomyia, ktery byl
doposud povazovan predevsim za parazita plazi, také muze hrat roli v prenosu lidskych
patogenu (Sadlova a kol., |2010; Maia a Depaquit, [2016)).

Nejvyznamnéjsimi patogeny prenasenymi flebotomy jsou parazitickd protozoa z rodu
Leishmania a arboviry, predevsim zastupci z rodu Phlebovirus (Celed Phenuiviridae) (shr-
nuto v Moriconi a kol., [2017). Navic u nékterych jihoamerickych druht flebotomu byl
prokézan prenos Bartonella bacilliformis, bakterie, kterd je ptuvodcem bartonelézy (shr-
nuto v Garcia-Quintanilla a kol.| 2019)).

Flebotomové jsou drobny hmyz, ktery se od ostatnich mensich dipter lisi postavenim
kiidel, ktera v klidu sviraji nad télem thel 40°, navic jsou kridla silné ochlupena podobné
jako zbytek jejich téla. Samci i samice flebotomt saji cukerné roztoky jako zdroj sacharidu.
Samice navic saji krev, kterd je bohata na bilkoviny a je vyuzita ke tvorbé sniisky. Néekteré
druhy flebotomi mohou naklédst sntisku i bez sani krve (autogenie) (Killick-Kendrick), 1999)
a zcela vyjimecné se vyskytuji druhy, u kterych nakladou zivotaschopna vejce i neoplozené
samice (partenogeneze) (Brazil a Oliveiray 1999; |Alves a kol., 2011).

Samice saji krev v noci, kdy jsou podminky pro sani nejpriznivéjsi. Vyhledavani hos-
titele je mimo jiné ovlivnéno teplotou vzduchu, vzdusnou vlhkosti, ale i vétrem kvuli
spatnym leteckym schopnostem flebotomu (Killick-Kendrickl 1999} |Cruaud a kol., |2021)).
Vétsina druhi dava prednost sani venku (exofdgni druhy), ale nékteré druhy mohou sat i
uvnitf mistnosti (endofidgni druhy) (Killick-Kendrick, [1999).

V jedné snusce byva obvykle 30-60 vajec. Larvy se lihnou po zhruba tydnu a oproti
jinému nematocernimu hematofagnihu hmyzu nepotrebuji pro sviij vyvoj vodni prostredi.
Larvy flebotomu se vyvijeji v ptidé kontaminované organickymi zbytky, napf. v nordch hlo-
davct nebo ve stajich a kurnicich, nicméné u vétSiny druht neni misto 1thnist zndmo (Fe-
liciangeli, 2004). Apodni a eucefalni larvy prochdzeji ¢tyfmi instary (L1 — L4) a jejich

vyvoj trva tydny az mésice. V poslednim, ¢tvrtém larvalnim instaru, se larva vydefekuje a



néasledné zakukli. P¥iblizné po deseti dnech se za¢nou lihnout dospéli flebotomové (shrnuto

v Maroli a kol.| 2013]).

1.1.1 Travici soustava flebotomu

Flebotomové maji travici soustavu, podobné jako ostatni hmyz, ¢clenénou na tti sekce: sto-
modeum, mezenteron a proktodeum (¢ili pfedni, stfedni a zadni stfevo). Buiiky stomodea
a proktodea produkuji chitinovou kutikulu a jsou ektodermalniho ptvodu. Oproti tomu
mezenteron je entodermalniho puvodu.

Zakladni funkei stomodea je pfijem potravy. Stomodeum zac¢ind v sosdku (proboscis),
ten se skladd z horniho pysku (labrum), spodniho pysku (labium), hypopharynxu, paru
mandibul a paru maxil. Labium plni funkci ochranou a obklopuje ostatni ¢asti proboscis,
které jsou chitinové a prizpusobené k probodnuti pokozky hostitele (Lewis, [1975)). Do pe-
netrované pokozky vstupuji vSechny c¢asti proboscis kromé spodniho pysku, ktery zustava
vné. Bodnuti je doprovazeno vstiiknutim slin s antihemostatickymi uc¢inky (Ribeiro a kol.|
1999)). To vede ke vzniku hematomu, ze kterého samice saje krev, a proto jsou flebotomové
fazeni do thelmofagniho hmyzu (Lane} |1993)). Krev je nasdvana pomoci dvou pump — ciba-
ridlni a pharyngeédlni (Lewis| |[1975). Stomodeum je od mezenteronu oddéleno stomodedlni
valvou. Apikalni konce cylindrickych buné¢k stomodedlni valvy jsou pokryty chitinovou
vrstvou a jsou ektodermdlniho puvodu (Volf a kol |2004). Hlavni tlohou stomodealni
valvy je zabranit zpétnému chodu potravy a smérovat potravu do mista urceni.

Mezenteron, jako jedind cast traviciho traktu, nema povrch pokryty chitinovou vy-
stelkou, ale je cely pokryt mikroklky, jelikoz zde dochazi k traveni a absorbovani piijaté
potravy. Pokud flebotom nasaje cukernou potravu, nejdiiv smétuje do volete a teprve pak
je transportovana do predni ¢asti mezenteronu, kde je dale travena a vstiebavana (Lehane,
1991; |Tang a Ward,, 1998). Oproti tomu nasaté krev jde pfimo do mezenteronu a v dusledku
roztazeni stieva dochazi k aktivaci bunék stievniho epitelu a produkci peritrofické matrix
(PM). Semipermeabilni PM je tvofena chitinem, proteoglykany a proteiny (Billingsley a
Lehanel [1996). Peritrofickd matrix ochranuje epitel mezenteronu pred mechanickym po-
skozenim a vytvari bariéru mezi prijatou potravou a zbylou ¢asti stfeva. Mimo jiné funguje
jako ochrana pred patogeny, ktefi mohou byt do téla hmyzu prijati spole¢né s potravou a
také zde dochazi k detoxikaci hemu (shrnuto v Sadlova a Volf] 2009).

Dynamika tvorby a rozpadu PM se lisi v zdvislosti na druhu flebotoma. U Ph. papa-
tasi 1ze prvni nédznaky PM pozorovat u 24 % samic jiz hodinu po sani krve a v piipadé
Se. schwetzi je po hodiné PM viditelnd u vsech jedinct. U Ph. duboscqi a Ph. orienta-
lis 1ze tenkou vrstvu PM detekovat az po 6 hodinach, v ptripadé Ph. argentipes az po
12 hodinéch po sani krve. Rozpad PM v dusledku pusobeni stfevnich chitindz flebotoma
byl nejrychlejsi u Ph. argentipes, kde se PM vyskytovala pouze u tietiny samic 48 hodin
po sani, nicméné u vsech zbyvajicich druht doslo k degradaci PM mezi druhym a tfetim

dnem po sani (Sadlova a Volf, |2009; [Pruzinova a kol., 2015)). Zda se, ze doba mezi rozpa-



dem PM a defekaci je jednim z vyznamnych faktort ovliviujicich vektorovou kompetenci
flebotomu vuci leishmaniim (Sadlova a kol., [2013; |Pruzinova a kol., [2015; |Sadlova a kol.|
2018). Diive se predpokladalo, ze leishmanie se sami podileji na rozpadu PM (Schlein
a kol. [1991)), nicméné tyto dvahy byly vyvraceny novéjsimi studiemi; napiiklad Sadlova
a Volf| (2009) nezaznamenali u Ph. duboscqi zadné vyrazné rozdily v rozpadu matrix u
infikovanych a neinfikovanych samic L. major, coz indikuje, ze za rozpad PM zodpovidaji
chitindzy flebotoma (Ramalho-Ortigao a kol., 2005; (Coutinho-Abreu a kol., [2010)).

Posledni ¢ast stfeva, proktodeum, se sklada z pyloru, ilea, rektalni ampule a je za-
konceno rektem. Od mezenteronu jej oddéluje pyloricka valva. Do proktodea, konkrétné
do pyloru, vyustuje vylucovaci soustava, kterd je tvorena Malpighickymi trubice. Z rekta
odchézi nejen nestravené zbytky potravy, ale také prebyteénd voda (Billingsley a Lehane,
1996).

1.2 Strevni mikrobiom flebotomu

Mikrobiota je oznaceni pro spolecenstvo vSech zivych mikroorganismu vyskytujicich se
v jedné ekologické nice, zatimco mikrobiom oznacuje mikroorganismy vcéetné jejich genu
a metaboliti v jedné ekologické nice (shrnuto v [Sebastian-Domingo a Sanchez-Sanchez,
2018). Postaveni fagu, vird, prionu a plazmida je v rdmci téchto definic nejasné, jelikoz
nejsou povazovany za zivé organismy a nelze je tedy zahrnout pod pojem mikrobiota.
Nicméné puvodni definice pojmu mikrobiom dle Whipps a kol.| (1988) do mikrobiomu
fadi i interakce v ramci jedné ekologické niky, coz do mikrobiomu radi pravé i priony,
viry, plazmidy a fiagy (shrnuto v Berg a kol., 2020)). Prestoze se tedy jednéd o dva odlisné
pojmy, velmi ¢asto se zaménuji a jejich vyklad jesté stale neni zcela ustéleny. Vzhledem k
charakteru diplomové prace, kde se v experimentalni ¢asti fesi interakce mezi bakterii a
patogenem, je pouzivan v dalsim textu pojem mikrobiom.

Hmyz se béhem svého zivota setkava s fadou mikroorganismi, které mohou kolonizovat
kutikulu, stfevo, reprodukéni organy, slinné zlazy a také dalsi ¢asti téla hmyzu. Tady je
ovsem nutno podotknout, ze ne vSechny mikroorganismy, s nimiz se jedinec setkéd, se stavaji
soucasti jeho mikrobiomu a to napiiklad diky pritomnosti mechanickych bariér, travicich
enzymu ¢i pusobeni imunitniho systému. Nékteré druhy bakterii také projdou strevem
spole¢né s prijatou potravou a jsou vydefekovany (shrnuto v Douglas| 2015)).

Mikrobiom je zpravidla specificky pro jednotlivé druhy organismt a muze byt slozen
z bakterii, hub, protist, vira i dalsich skupin mikroorganismt (shrnuto v Engel a Moran)
2013). Pritomnost a slozeni mikrobiomu miize mit vyrazny vliv na svého hostitele; hraje
roli pri vyvoji, v imunitnich reakcich a také miize ovlivnit odolnost vic¢i patogenim c¢i
zvladani tepelného stresu (Chouaia a kol., 2012; Brown a kol., 2020). Nékteré slozky mi-
krobiomu jsou symbionti zajistujici hostiteli lepsi traveni ¢i snadnéjsi vstrebavani latek

z potravy (Fierer a kol., 2012). U dipter bylo prokdzano, ze stfevni mikrobiota rozkla-



dem sloucenin a poskytovanim zivin (esencidlni aminokyseliny a vitaminy), prispivd k
vyzivé (shrnuto v [Engel a Moran, 2013). Piikladem je zakernice Rhodnius prolizus, kterd
ziskava vitamin B od svého stievniho symbionta Rhodococcus rhodnii (Eichler a Schaub)
2002).

Provedenim rozsahlé metaanalyzy stievniho mikrobiomu flebotomt z Nového i Starého
svéta bylo alespon ¢astecné zjisténo zastoupeni mikroorganismu ve strevech flebotomii. Na
zakladé téchto analyz bylo zjisténo, ze nejcastéjsimi zastupcem strevniho mikrobiomu jsou
bakterie, konkrétné bakterie z kmene Proteobacteria ( Enterobacter sp., Acinetobacter sp. a
Pseudomonas sp.), Firmicutes (Clostridium sp., Bacillus sp) (Karimian a kol.,|2022)). Dalsi
nalezenou slozkou byly i houbové organismy nebo kvasinky (rod Penicilium, Aspergillus,
Geotrichum, Fusarium a Malassezia) (shrnuto v Tabbabi a kol., [2022)).

Mikrobiom larev a dospélych jedinct flebotomt se nejcastéji vytvari pozrenim potravy
obsahujici rizné druhy mikroorganismu (Telleria a kol., 2018]), ale muze dojit k prenosu
i transtadidlné (z larev pres kukly na dospélce) (Dillon a kol., [1996; |Volf a kol., 2002a),
sexualné pii pohlavnim rozmnozovani (Damiani a kol., 2008) a u nékterych intracelular-
nich mikroorganismii i transovarialné z infikované samice do sntsky vajec a dalsi gene-
race (Szklarzewicz a Michalik, [2017)). Rada studif ukézala, Ze slozeni i mnozstvi stfevniho
mikrobiomu se u flebotomti méni v prubéhu zivota (Gouveia a kol.| [2008; Mukhopadhyay
a kol., [2012; Vivero a kol., 2016; Fraihi a kol., 2017; |Vivero a kol., [2019a)).

Dospélci, ktefi vylétnou z kukly, maji ve stifevnim mikrobiomu mensi pocet bakterii,
ve srovnani se starsimi jedinci, jelikoz larvy pred zakuklenim defekuji stfevni obsahu. Po
nékolika dnech po vylihnuti se u dospélcti bakteridlni pocty znékolikanasobi v dusledku
mnozeni bakterii ve stfevech a prijimani potravy obsahujici bakterie (Dillon a kol., |[1996).
Dalsim vyznamnym faktorem vyrazné ovliviiujicim mikrobiom je pfijem krve. Po sani
stoupd mmnozstvi bakterii, nicméné klesa diverzita stfevniho mikrobiomu a teprve po de-
fekaci se vraci na obdobnou troven jako u samic krmenych cukrem (Volf a kol., |2002a;
Kelly a kol 2017).

Strevni mikrobiom je regulovin pomoci imunitniho systému flebotoma, ¢imz se pred-
chazi premnozeni mikroorganismi, které mize vést az k sepsi a smrti. U flebotomu zatim
nejsou popsany presné mechanismy tohoto procesu, ale predpoklada se podobna imunitni
odpovéd jako u koméru a Drosophila sp. (Telleria a kol., 2018). Bakterie pri svém dé-
leni ve strevé uvolnuji peptidoglykan, ktery je odbouravan negativnim regulatorem IMD
imunitni drahy a to PGRP-LB (peptidoglycan recognition protein LB). Pokud nastane
dysbalance ¢i dojde k néjaké infekci bakteriemi, PGRP-LB jiz neni schopen odboura-
vat vSechen pritomny peptidoglykan a ten se navaze do receptoru IMD drdhy (immune
deficiency pathway) (shrnuto v |[Engel a Moran) 2013) a dojde k jeji aktivaci a expresi
antimikrobidlnich peptidi (AMPs). Dalsim regula¢nim mechanismem ve stfevé je syntéza
reaktivni formy kysliku (ROS, Reactive Oxygen Species), coz vede k oxidativnimu stresu

a nasledné regulaci jejich vyvoje (shrnuto v |Saraiva a kol., 2016)).



Role mikrobiomu u flebotomti zatim neni ptilis prozkouméana. Pritomnost stievniho
mikrobiomu miize mit pozitivni vliv na plodnost a Zivotaschopnost flebotomt, coz ve své
studii prokazali |Peterkova-Koci a kol.| (2012)). Samice krmené potravou obsahujici fermen-
tovany a nesterilni krali¢i trus kladly vice vajicek nezli samice, kterym byla podévana
strava sterilizovana od bakterii. Zaroven u larev krmenych sterilni potravou byla vyssi
mortalita a prodlouzila se doba lthnuti. Vysledky studie |Kelly a kol.| (2017) ukazuji, Ze mi-
krobiom flebotom je ovlivnén druhem potravy i pfitomnosti leishmanii. Ve studii vztahu
mezi Lu. longipalpis, jejim strevnim mikrobiomem a L. infantum mély samice, které sily
pouze na cukerném zdroji, rozmanitéjsi mikrobiom nez samice, kterym byla podéana i krev,

¢imz bylo prokazano, ze po sani na krvi diverzita mikrobiomu klesa (Kelly a kol., 2017).

1.3 Bakterie rodu Asaia

Jednou ze slozek mikrobiomu hmyzu mohou byt i bakterie rodu Asaia. Rod Asaia nese
jméno po japonském profesorovi Toshinobu Asai, ktery se vénoval systematice bakterii oc-
tového kvaseni (Yamada a kol., 2000)). Patii mezi obligédtné aerobni gramnegativni bakterie
z Celedi Acetobacteraceae, jejiz zastupci jsou diky své schopnosti oxidace etanolu na kyse-
linou octovou oznacovany jako bakterie octového kvaseni. Nicméné, zastupci rodu Asaia
tuto schopnost nemaji, neoxiduji kyselinu octovou viibec nebo pouze slabé, ale umi oxido-
vat acetat a laktat na oxid uhlic¢ity a vodu (Yamada a kol., 2000; Kersters a kol., |2006; Ano
a kol., 2008). U Asaia siamensis a Asia borogensis je pritomna funkéni nitrogenaza a jsou
tudiz schopné vazat dusik (Samaddar a kol., 2011). Bakterie rodu Asaia jsou nesporulujici
gramnegativni aerobni tycinky, které na agarovych plotnach tvori leskle razové vyklenuté
kolonie. Pohyb nékterym druhtim Asaia sp. umoznuje peritrichalni bic¢ik, ktery u jinych
druht chybi, a proto se tyto druhy vibec nepohybuji (Asai a kol., |1964; [Yamada a kol.,
2000).

V soucasnosti je popsano osm druhii rodu Asaia: A. bogorensis (Yamada a kol., 2000),
A. siamensis (Katsura a kol., 2001), A. krungthepensis (Yukphan a kol [2004), A. lan-
naensis (Malimas a kol., 2008|), A. astilbes, A. platycodi (Suzuki a kol 2010) a A. pru-
nellae (Kommanee a kol., [2010).

Veétsina dosud objevenych bakterii Asaia sp. pochazi z tropickych rostlin z jihovychodni
Asie. Nékteré druhy Asaia byly nalezeny v severnich a stfednich ¢astech Japonska, coz
dokazuje, ze vyskyt neni limitovin pouze na tropickd pasma (Suzuki a kol., 2010), viz
tabulka [Tl



Tabulka 1.1: Zastoupeni druha Asaia sp.

Druh Izolovana z: Zdroj

olovénce ouskatého (Plumbago auriculata),
A. bogorensis | (Yamada a kol., [2000)
z orchideji (Bauhinia purpurae)

rostlin kifnu asijského (Crinum asiaticum),
A. siamensis kete Izora chinensis, (Katsura a kol., 2001)

plcholodu podvinutého (Calostropis gigantea)

A. krungthepensis rostliny Heliconia (Yukphan a kol.:2004)
A. lannaensis cibuloviny Lycoris radiata (Malimas a kol., [2008)
A. spathodea spatodeii zvonkovité (Spathodea campanulata) (Kommanee a kol., [2010)

z platykodonu velkokvétého (Platycodon grandiflorum),
(Suzuki a kol.| [2010)
A. astilbes ¢ernohldvku obecného (Prunella vulgaris),

Cechravy (Astilbe thunbergii var. congesta)

z platykodonu velkokvétého (Platycodon grandiflorum),
A. platycodi ¢ernohldvku obecného (Prunella vulgaris), (Suzuki a kol.| [2010)

Cechravy (Astilbe thunbergii var. congesta)

z platykodonu velkokvétého (Platycodon grandiflorum),
(Suzuki a kol.| [2010)
A. prunella ¢ernohlavku obecného (Prunella vulgaris),

Cechravy (Astilbe thunbergii var. congesta)

Kromé vyse uvedenych druhu existuje jesté rada izolatu, predevsim z hmyzu, které
stdle cekaji na svou charakterizaci, zafazeni a druhové jméno. Tyto izolaty maji mno-
hem vétsi velikost genomu nez druhy asociované s rostlinami, coz poukazuje i na jejich
adaptovatelnost (Comandatore a kol., [2021; |Chen a kol., [2021)

U lidi bylo evidovano nékolik pripadi, kdy byly bakterie Asaia sp. (A. bogorensis,
A. lannensis) nalezeny u imunosuprimovaného pacienta v kombinaci s dalsim onemocné-
nim. Muze se tedy jednat o oportunni patogeny, nicméné blizsi studie na toto téma zatim
nebyly provedeny (Snyder a kol., 2004; Antolak a kol.| 2015]).

U hmyzu byla Asaia sp. detekovina ve strevech, reprodukénich orgdnech i Malpi-
ghickych trubicich ktiska Scaphoideus titanus, coz je vektor zavazného onemocnéni vinné
révy (Marzorati a kol 2006; Crotti a kol., [2009)). Déale byla bakterie rodu Asaia objevena
u prenaseCi malarie — komara Anopheles stephensi, An. maculipennis a An. gambiae, a to
u larev i dospélcti. U téchto druhti komart je Asaia sp. ve stfevnim mikrobidlnim spole-
¢enstvu hojné zastoupena (Favia a kol., [2007; |Crotti a kol., [2009). Pomoci fluorescenc¢ni a
konfokélni mikroskopie byla dokdzana schopnost kolonizace nejen stiev, ale i slinnych zlaz
a samcich i samicich reprodukénich organu komartu bakterii Asaia sp. (Favia a kol., 2007).
7da se, ze Asaia sp. se objevuje u velkého mnozstvi hmyzu. Naptiklad z izolatt mravenci
Tetraponera rufonigra byly pomoci fenotypové a molekularni charakterizace identifikovany
kmeny patfici mezi Asaia sp. (Samaddar a kol., 2011)), dalsi kmen byl vyizolovin z koméaru
rodu Anopheles (Bassene a kol., 2019). Dalsi hmyz u kterého byla Asaia sp. objevena byl
hymenopterni hyperparazitoid Marietta leopardina (Matalon a kol., [2007)). Asaia sp. byla



nalezena i u larev motyla Pieris rapae (Robinson a kol., |2010). V tomto roce byla poprvé
nalezena Asaia sp. i u flebotomi, konkrétné u druhu Ph. perfiliewi (Karimian a kol., 2022).

Prenos Asaia sp. u hmyzu mutze pravdépodobné probihat vice zptsoby. Jednak muze
dochézet k infekci z kontaminovaného prostiedi, naptiklad pti sani na cukru. Asaia sp. je
totiz schopna kontaminovat rostliny prostifednictvim infikovanych jedinct, kteri z rostlin
saji nektar a ty pak funguji jako zdroj nédkazy pro dalsi vektory (Bassene a kol., 2020).
Asaia sp. se tak muze prendset horizontalné nejen v rdmci téhoz druhu, ale muze kolo-
nizovat hmyz i z fylogeneticky vzdalenych radu (Favia a kol., 2007;jFavia a kol., [2008). U
komaru je prokazan prenos pri pohlavnim rozmnozovani, ktery byl zaznamenan u An. ste-
phensi. Dalsim moznym prenosem bakterii Asaia sp. je vertikdlni z matky na potomstvo.
Nejednd se vSak o transovarialni pfenos, jelikoz bakterie byly nalezeny pouze na povrchu
vajicka a nikoli uvnitt embrya. Larvy se tak nakazi bezprostfedné po vylihnuti pozrenim
bakteridlnich rezidui z povrchu vajicka (Favia a kol., [2007; [Damiani a kol., 2008). Pfi stu-
diu pfenosu u S. titanus bylo pozorovano, ze lokalizace Asaia sp. se na povrchu vajicek
méni v souvislosti s jeho vyvojem. U nezralych vajicek byly Asaia sp. po celém povrchu.
Pozdéji se bakterie presouvaly na apikalni konce vajicek, nicméné zpusob premistovani
bakterii po povrchu vajicka nebyl autory blize zkouman (Crotti a kol., 2009)).

Ukazuje se, ze Asaia sp. muze hrat v zivoté hmyzu fadu roli, nékdy je dokonce Fazena
mezi sekundarni symbionty hmyzu (Crotti a kol., 2009). Bakterie Asaia sp. mély pozitivni
vliv na vyvoj larev An. stephensi. Rtizna vyvojova stadia larev An. stephensi byla oSetrena
antibiotiky i¢innymi proti Asaia sp. a takto osetrené larvy mély vyvoj zpomaleny a vyskyt
jednotlivych stadii byl nesynchronizovany. Standardni doba vyvoje byla obnovena u larev,
kterym byla poddna antibiotika a zaroven byly doplnény o kmen Asaia rezistentni proti
antibiotikim (Chouaia a kol., 2012). Stejného efektu bylo docileno i u An. gambieae,
kterym byla Asaia sp. jednorazové priddana do krmeni. U takto nakrmenych larev byl
zaznamenan rychlejsi vyvoj larev. Larvy dosahly stadia kukly o 48 hodin dfive pii podéani
Asaia sp. nez larvy krmené potravou bez bakterie (Mitraka a kol., 2013). Pokud jsou tedy
koméari zbaveni Asaia sp. vyvoj larev se zpomali (Chouaia a kol., [2012)), naopak pokud se
do organismu komaru pridaji dalsi Asaia sp. dojde ke zrychleni vyvoje (Mitraka a kol.,
2013). Pozitivni vliv byl pozorovan i u dospélych jedinct komara An. stephensi, u kterych
byla sledovana délka Zivota. Komérum byla vpravena protilatka proti Asaia do téla, coz
zptisobilo smrt vSech samcii do tfetiho dne. U samic nebyl sledovan zadny vliv na dobu
preziti. Mechanismus vysvétlujici, jak monoklonalni protilatka proti asaia funguje, zatim
neni zndma (Mancini a kol., |2020).

Doposud byly v reprodukénich organech komarta prokazany pouze dvé bakterie: Wol-
bachia sp. a Asaia sp. (Ricci a kol., 2012). V piirodé se u rodu Anopheles nevyskytuje
Wolbachia sp. (Rossi a kol., 2015)), zato u nich dominuje Asaia sp. (Favia a kol., 2007}
Crotti a kol., 2009). Schopnost kolonizace reprodukénich organi bakteriemi Asaia sp. a

Wolbachia sp. muze vést ke konkurenénimu boji o stejnou anatomickou niku (Rossi a kol.,
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2015). Tato hypotéza je podporena studii Hughes a kol.| (2014])), kde bylo prokézano, Ze u
komaéaru rodu Anopheles bakterie rodu Asaia sp. negativné ovliviiuji moznost materského
prenosu bakterii rodu Wolbachia. Pokud byla samici An. stephensi nakazené Wolbachia sp.
podéana Asaia sp. moznost mateiského prenosu Wolbachia sp. byl znemoznén. Oproti tomu
prenos Wolbachia sp. do dalsi generace u samic bez Asaia sp. byl tspésny a Wolbachia sp.

byla detekovana u 83 % larev (Hughes a kol., [2014).

1.4 Leishmania sp.

Podle lokalizace vyvoje ve strevé flebotoma se leishmanie déli na tri skupiny: Suprapylaria,
Hypopylaria a Peripylaria. Druhy patfici do skupiny Suprapylaria prodélavaji vyvoj u fle-
botomil v mezenteronu a stomodeu. Druhy vyvijejici se pouze v prostredi proktodea patri
do skupiny Hypopylaria. Peripylaria se vyvijeji skrz cely travici trakt (Kamhawi, 2006).
Vyvoj ve stievé flebotoma koreluje s rozdélenim leishmanii na podrody. K pavodnim tfem
podrodum Leishmania, Viannia a Sauroleishmania v roce 2016 pribyl dalsi podrod Mundi-
nia (Espinosa a kol., [2018). Vétsina praci uvadi, ze podrod Leishmania a nové i Mundinia
se vyviji suprapylarnim zptsobem, podrod Viannia peripylarné a Sauroleishmania ma
vyvoj hypopylarni (Becvar a kol., 2021]).

Zivotni cyklus leishmanif je dvojhostitelsky, kdy se stifd4 extracelularni vivoj v travici
soustavé prenaseCe a intracelularni vyvoj v leukocytech, zpravidla makrofazich, obratlov-
¢iho hostitele. Krev s bezbi¢ikatymi stadii parazita (amastigot) je nasdta do abdomindlni
casti mezenteronu. Zvysené pH a pokles teploty iniciuje transformaci amastigot na pro-
cyklické promastigoty v endoperitrofickém prostoru. Procykli¢ti promastigoti se mnoho-
nasobné déli a po nékolika dnech se transformuji na takzvané dlouhé nektomonady, které
po rozpadu peritrofické matrix unikaji do ektoperitrofického prostoru mezenteronu. Tam
nektomonady pomoci bi¢iku adheruji mezi mikrovily epitelu a déli se (Rogers a kol., 2004;
Wilson a kol |2010). Béhem dalsitho vyvoje ¢ast promastigoti migruje z abdominalniho
do thorakalnfho mezenteronu. Cast z nich adheruje k chitinové vrstvé stomodealni valvy
a transformuje se na haptomonady. V predni ¢asti mezenteronu se zaroven objevuji po-
hyblivi metacykli¢t! promastigoti, ktefi jsou vysoce infekénimi formami pro obratlovce.
Vyvoj od amastigotd k metacyklickym promastigotim trva zpravidla Sest az devét dni
v zévislosti na druhu vektora a leishmanie (Rogers a kol [2002; Kamhawi, [2006; Dosta-
lova a Volf, |2012). Leishmanie pomoci chitindzy narusuji vystelku stomodealni valvy (Volf
a kol., [2004) a sekretuji gelovou zatku (slozenou prevazné z proteofosfoglykanu), ktera
je produktem pravdépodobné leptomonad (Rogers a kol., 2002;Rogers a kol., 2008), ¢imz
usnadnuji prenos z flebotoma do hostitele. Leishmanie tak ztézuji sani flebotoma, kteri
museji sat opakované a ¢ast nasaté krve regurgituji s metacyklickymi formami parazita
zpét do hostitele (Rogers a kol., 2002]).

Vyvoj leishmanii v travici soustavé flebotomt je ovliviiovan mechanickymi bariérami,
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imunitnim systémem, defekaci a také stfevnim mikrobiomem (Telleria a kol., [2018). U
flebotomii, ktefi mohou vzhledem ke své zivotni strategii mikroorganismy ziskavat z pudy
a rostlin, se cely zivotni cyklus leishmanii odehrava v travicim traktu, ve kterém vznika
prostor k interakcim mezi leishmaniemi a mikrobiomem.

Kelly a kol.| (2017)) se zabyvali zminénymi interakcemi v pokusu, ve kterém podévali
antibiotika (penicilin, gentamicin a klindamycin) samicim infikovanym L. infantum po péti
dnech od infekce. Jiz po prvni davce antibiotik byl u flebotomt redukovan pocet bakterii
a byl zaznamenan tubytek promastigoti. Nasledné doslo k naruseni metacyklogeneze, coz
vedlo i ke snizeni schopnosti pienést infekei na hostitele (Kelly a kol., [2017)).

Louradour a kol.| (2017)) provedli podobny pokus s antibiotiky (penicilin a streptomy-
byla pridana od patého dne po infekci do krve a cukerného zdroje nebo pouze do cuker-
ného zdroje. Podani antibiotik do krve i cukerného zdroje v prvnich sesti dnech nevedlo k
zéddné zméné ve vyvoji promastigotu, ale v dalsich dnech doslo k viditelnému snizeni in-
tenzity infekce L. major. Tento jev se opakoval i pii podani antibiotik pouze do cukru, ale
nikdy pfi podani antibiotik pouze do krve. Snizovani mikrobidlni rozmanitosti ve stievech
Ph. duboscqi vedlo k zhorseni prenosovych vlastnosti patogenu; snizend intenzita infekce a
snizeny pocet promastigotii; oproti kontrolni skupiné. Pridanim rezistentnich bakterii do
krve ¢astecné pomohlo k vyvoji leishmanii v Ph. duboscgi (Louradour a kol., 2017)).

V dalsi praci doslo k bliz§imu studiu slozek mikrobiomu, které mohou interagovat
s leishmaniemi. [Sant’Anna a kol. (2014)) si k tomuto ucelu vybrali bakterie Asaia sp. a
Ochrobactrum intermedium (kmen Proteobacteria, tfida Betaproteobacteria) a snét Pseu-
dozyma sp. (TiSe Fungi, tiida Ustilaginomycetes, ¢eled Ustilaginaceae), které se bézné vy-
skytuji v mikrobiomu volné zijicich i laboratorné chovanych Lu. longipalpis. U flebotomt
Lu. longipalpis, kterym byl pfed sanim infikované krve s L. mezicana podavan cukr ob-
sahujici houby a bakterie, dojde ke snizeni schopnosti leishmanii kolonizovat mezenteron.
V pripadé samic, které mély stievo kolonizovano O. intermedium, dochazelo k snizovani
intenzity infekce a k vyssi mortalité nakazenych samic. Ke zvysSeni mortality samic Lu. lon-
gipalpis doslo i pTi ndkaze kombinaci O. intermedium a Asaia sp. nebo Pseudozyma sp.
a Asaia sp. (Sant’Anna a kol., 2014)). Divodem mortality Lu. longipalpis a snizeni inten-
zity infekce L. mezicana muze byt teorie o ekologii spole¢enstev, kdy se predpoklada, ze
¢im je diverzita stfevniho mikrobiomu veétsi, tim spiSe se stane rezistentnéjsi viuci pato-
genum (Case, 1990; [Sant’Anna a kol., |2014). Dalsim vysvétlenim tohoto jevu mize byt
funkce imunitniho systému hostitele, ktery mohl byt spustén pritomnosti zvyseného poctu
bakterii (Kelly a kol., 2017)).

Sant’Anna a kol| (2014) se také zabyvali myslenkou, zdali je mozné, aby pfitomnost
leishmanie ve strevé flebotoma byla pro vektory prospésna. Nejdrive byly Lu. longipalpis
infikovany L. mexicana, a az poté jim byly podany bakterie Serratia marcescens. U tohoto

entomopatogenniho druhu bakterii je potvrzené, ze jsou letdlni pro leishmanie in wvitro
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a zaroven se vyskytuji u volné zijicich Lu. longipalpis (Moraes a kol., [2008; McCarthy
a kol.| 2011)). Mortalita flebotomu, kterym byla poddéna krev bez pritomnosti leishmanii
a cukerny zdroj s bakterii S. marcescens, byla vysoka: Sestého dne se dozilo pouze 11 %.
Vyrazné vyssi prezivani (56 %) bylo u flebotomu, kterym byli nejdfive spolecné s krvi
podani amastigoti L. mexicana a az poté cukr se S. marcescens. Leishmanie zptisobovaly
pokles bakterii v mikrobiomu vcéetné S. marcescens. Tento vysledek prokazuje pozitivni in-
terakci mezi vektorem a leishmanii (Sant’Anna a kol.| [2014). V kapitole bylo uvedeno,
ze po sani stoupa mnozstvi bakterii, ale klesa diverzita stfevniho mikrobiomu, a teprve po
defekaci se vraci na obdobnou trover jako u samic krmenych cukrem (Volf a kol., |2002a;
Kelly a kol., 2017)). Tato teze muze byt narusena pritomnosti leishmanii. Samice Lu. lon-
gipalpis infikované L. infantum mély po defekaci krve stale klesajici trend poctu bakterii,
narozdil od samic neinfikovanych L. infantum, kterym se po defekaci vratil pocet bakterii
na uroven pred sanim. Infikovanym samicim se také zménilo slozeni mikrobiomu. Mnoz-
stvi bakterii z ¢eledi Pseudomonadaceae, které dominovaly v ranné infekci zacaly klesat a
zaCala dominovala celed Acetobacteraceae, kterda v rané fazi nebyla nalezena vibec. Byla
sledovéana nepfimd imérnost mezi diverzitou bakterii a intenzitou infekce leishmanii (Kelly
a kol., 2017)).

Kromé mikrobiomu mohou leishmanie ve flebotomovi interagovat i s dal$imi mikroor-
ganismy a patogeny s nimiz kocirkuluji na stejném tzemi. Muze dojit ke koinfekci, tzn.
ze flebotom se nakazi vice mikroorganismy soucasné nebo ke superinfekci, kdy nakaza
probéhne s ¢asovym rozestupem (Kwon a kol., 2020). Béhem koinfekce /superinfekce mize

nasledné dochazet k trem situacim:

1. mikroorganismy spolu nebudou interagovat ani se vzajemné ovliviovat,
2. alespon jeden z mikroorganismii bude z této situace profitovat,

3. kompetice.

Navic do této situace vstupuje jesté imunitni systém hostitele, a jak uz bylo zminéno vyse
tak napriklad mikrobiom (Stecher a Hardt, 2011} |Cirimotich a kol.l [2011}; [Vivero a kol.,
2019b)). V prirozenych podminkach k témto situacim ziejmé bézné dochazi, ale o jejich
vyznamu neni u flebotomi mnoho znamo.

Porovnani vyvoje L. tropica u flebotomit Ph. sergenti z dvou oblasti, kdy jedna sku-
pina byla pfirozené infikovana gregarinami Psychodiella sergenti (Apicomplexa: Eugrega-
rinorida) neprokézala signifikantni rozdil ve vyvoji leishmanii mezi skupinami (Jancarova
a kol., 2015)).

Je zaznamenano nékolik superinfekci Leishmania sp. a Endotrypanum sp. nalezenych
jak u hmyziho vektora, tak i u definitivniho hostitele (Barbosa a kol., 2006)). Néktefi autori
se domnivaji, ze jde moznda i o Castéjsi jev, nez je dokumentovano, jelikoz si je morfologie
i vyvoj Endotrypanum sp. a Leishmania sp. ve stfevech flebotomt podobny (Shaw), 1992;

Franco a kol [1997), coz muze vést ke zkresleni infekei.
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Barbosa a kol.| (2006) porovnavali infekénost Endotrypanum sp. a L. (Vianna) gu-
yanensis u Lu. longipalpis pti superinfekcich. L. guyanensis inhibovala vyvoj Endotry-
panum sp. v Lu. longipalpis, u kterych zaroven dochazelo k vyssi mortalité. Endotrypa-
num sp. a Leishmania sp. od sebe autori odliSovali pomoci izoenzymové elekroforézy (Bar-
bosa a kol., [2006). Diky relativné novym molekuldrnim metoddm lze jiz tyto infekce odli-
sit (Jirku a kol., [2012)).

Ergunay a kol.| (2014) prfi monitoringu flebotomt ve vychodnim Turecku a severnim
Recku objevili spolecnou cirkulaci Toscana viru a L. infantum u Ph. tobbi na jednom
uzemi. Déle byla prokazana kocirkulace leishmanii a flebovirti na dalsich mistech, naptiklad
spole¢ny vyskyt leishmanie a Toscana viru byl prokazan opét v Turecku (Ozbel a kol.,
2020), dale v Tunisku (Fares a kol., [2020)), Maroku (Daoudi a kol., |2022) a na tzemi
Francie byla nalezena kocirkulace L. infantum a Massilia viru (Faucher a kol., 2014).
Kromé entomologickych screeningti je tento jev potvrzen i pomoci protilatkovych studii
u zvitat i lidi (Bichaud a kol., 2011; Moriconi a kol., 2017). Je zajimavé, Ze i pres ¢etné
zédznamy spolecného vyskytu leishmanii a vird na stejném tzemi, nebyl nikdy nalezen
koinfikovany vektor a tento fakt zatim c¢eké na detailnéjsi pruzkum (Ergunay a kol., 2014;
Moriconi a kol., 2017).

Nejsou vyloucené ani spolecné infekce dvou druht leishmanii L. infantum a L. bra-
siliensis, které mohou cirkulovat na jednom tzemi zaroven. To vedlo ke zkoumadni jejich
vyvoje pri experimentalni superinfekci u prenasectu Lu. longipalpis a Lu. migonei (Alexan-
dre a kol., 2020). Pomoci fluorescen¢niho mikroskopu byly urceny lokalizace jednotlivych
druht leishmanii. Kdyz doslo ke koinfekci, L. brasiliensis se vyvijela peripylarné a L. in-
fantum suprapylarné stejné jako pri infekcich pouze jednim druhem. L. infantum zplsobo-
vala silnéjsi infekce a rostla rychleji nez L. brasiliensis. Nicméné obé leishmanie dokoncily
svij vyvojovy cyklus a vytvorily metacykly (Alexandre a kol., [2020). Obdobny trend byl
pozorovan i pii koinfekci L. major a L. turanica ve stfevech flebotomt Ph. papatasi a
Ph. duboscqi. Nebyl zpozorovan rozdil v lokalizacich a intenzité infekce a to ani u riznych
infekénich davek promastigotd a oba druhy leishmanii kolonizovaly stomodealni valvu a
stejné jako v predeslé studii si navzajem nekonkurovaly (Chajbullinova a kol., 2012)). Ani
jedna z uvedenych studii nesledovala dopad infekci na prenos leishmanie do definitivniho

hostitele.
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2. Metodika

2.1 Kolonie flebotomu

Na pokusy byla pouzivana kolonie flebotomt druhu Phlebotomus duboscgi. Kolonie je sou-
c¢asti chovli na katedfe parazitologie Univerzity Karlovy v Praze od roku 2008 a pochazi
ze Senegalu. Detailni informace o chovu jednotlivych druha flebotomi jsou shrnuty v pu-
blikaci [Volf a Volfova, (2011)).

Flebotomové jsou umisténi v mistnostech se stalou a monitorovanou teplotou 25 — 26 °C,
60 — 70 % vlhkosti a fotoperiodou 14 hodin svétlo a 10 hodin tma. Dospéli samci i samice
maji neustdly pristup k cukernému zdroji (50 % roztok sachardzy). Samicim je obvykle
jednou tydné podle preferenci druhu flebotoma podan zdroj krve (my$ kmene BALB/c,
kralik Cesky albin, popiipadé gekon). Po defekaci jsou nasité samice premistény do sadrou
vylitych navlhéenych kelimki, které slouzi k udrzovani vlhkosti. Kelimky jsou kryty ten-
kou prodysnou tkaninou (monofilem). Samice po vykladeni vajec hynou a jsou z kelimku
odstranény. Z vajicek se po nékolika dnech vylihnou larvy, které jsou krmeny namletou

fermentovanou smési pelet a kralictho trusu (Volf a Volfova, 2011]).

2.2 Bakterie

Pro 1cely této diplomové prace byly vybrany dva druhy bakterii rodu Asaia sp.; Asaia sia-
mensis a Asaia krungthepensis. Pouzity izolat Asaia siamensis (7132T) pochézi z thajského
kete Calotropis gigantea. Asaia krungthepensis (7333T) je piivodné vyizolovana z exotické
rostliny Heliconia sp., kterd roste v Bangkoku (Katsura a kol., 2001} |Yukphan a kol.,
2004)). Izolaty byly poskytnuty Ceskou sbirkou mikroorganismi sidlici v Brné. Vyizolo-
vané bakterie byly rozockovany na doporucené médium, viz kapitola a kultivovany

dle doporucenych podminek.

2.3 Priprava materialu

2.3.1 Acetobacter—glukanobacter médium

Pro riist bakterii Asaia sp. bylo dle doporuceni Ceské sbirky mikroorganismu pouzito
selekéni agarové Acetobacter-glukanobacter médium. Na piipravu agarovych ploten bylo

potieba smichat:

o 25 g uhli¢itanu védpenatého (Lach-Ner s.r.o0.),
e 6,25 g (Sigma-Aldrich s.r.o),

e 2,5 g kvasnicového extraktu (Lach-Ner s.r.0.),
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o 25 g glukdzy(Lach-Ner s.r.o.).

K pripravené smési bylo pridano 250 ml destilované vody. Roztok se nechal vyklavovat a po
vychlazeni se ve sterilnim boxu rozlil do Petriho misek, které byly nasledné sterilizovany
pod UV svétlem. Po vysviceni byly misky s agary skladovany ve steriliza¢nich pytlich

v lednici pti teploté 4 °C po dobu maximalné jednoho meésice.

2.3.2 Tekuté GLY médium

Pro rist bakterii Asaia sp. bylo dle prace [Yukphan a kol.| (2004) pfipraveno GLY médium

smichanim:
« 5 ml tekutého glycerolu (Lach-Ner s.r.o.),
e 2,5 g kvasnicového extraktu (Sigma-Aldrich s.r.o).

Ke smési bylo ptridano 250 ml destilované vody a vznikly roztok byl promichavian magne-
tickou michackou (Ohaus Guardian 5000) a zaroven se mérila hodnota pH metrem (WTW
inoLab). Do roztoku se dle potieby pridavala kyselina chlorovodikové, dokud nebylo dosa-
zeno pozadovaného pH 5,5. Vysledny roztok byl vyklavovan a uchovan v lednici o teploté
4°C.

2.3.3 Cukerny roztok

V dalsich pokusech byl za t¢elem infekce bakteriemi flebotomtim poddvan nabarveny 20 %
cukerny roztok, diky kterému bylo mozné rozlisit, ktera samice se na cukru naséla.

Ve 100 ml destilované vody bylo rozmichéno 20 g titinového cukru a roztok byl trikrat
priveden k varu v mikrovlnné troubé. Vychlazeny roztok se po pridani modrého potravinar-
ského barviva (AROMA a.s.) prefiltroval pomoci sterilniho filtru s membranou (0,22 pm,
Millipore Millex).

2.3.4 Kaultivaéni médium leishmanii

Pro pripravu kultiva¢niho média bylo smichano:
o 5ml inaktivovaného fetalniho kravského séra (GIBCO),
e 1ml steriln{ modi,
o 0,5ml BME vitaminia (Sigma-Aldrich s.r.o0),
o 0,4ml amikinu (Bristol-Myers Squibb).

Zbytek objemu bylo doplnéno médiem M199 (Sigma-Aldrich s.r.0) do 50 ml. Takto pfipra-

vené kultivaéni médium je skladovano v lednici po dobu maximalné 2 mésicu.
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2.4 Standardizace infekcni davky

Pro zacatek bylo nezbytné optimalizovat metodu, ktera by rekla kolik bakterii se pti dané
optické denzité nachazi ve vzorku. Diky tomu je pak mozné urcit, jak dlouho je nutné
inkubovat bakterie, abychom dosahli optické denzity, ktera odpovida nami pozadované
infekéni davee (1,8 —4 x 108 CFU/ml). Tento experiment byl pro kazdou bakterii proveden
ve trech opakovanich.

Do 40 ml GLY média byla pomoci oc¢kovacich klicek prenesena kolonie z tuhého média.
Ptipravend suspenze byla kultivovina v tfepacce pii teploté 30°C a o rychlosti tfepani
200 rpm s nedovienym vickem pro pristup vzduchu v 50 ml falkoné.

V predem urcené intervaly (2, 4, 6, 10, 24, 30, 48 a 72 hodin po inokulaci) bylo ze
stredniho valce suspenze odebrano 1000 ul a byla zmérena optickd hustota na spektrofoto-
metru (Biochrom S800). Zaroven byly vzdy pfipravené mikrozkumavky (Eppendorf Tubes)
s 900 pl fyziologického roztoku, které slouzily pro pifpravu fedici fady od 1071 — 1074, viz
obrazek Do prvni mikrozkumavky se ptidalo 100 pul ze stiedniho valce suspenze, obsah
byl resuspendovan a stejnou spickou bylo preneseno 100 pl do dalsi mikrozkumavky, coz
bylo opakovéno az do fedéni 10~4. Nésledné bylo z kazdého fedéni inokulovano 10 ul na
agarové plotny, viz obrazek a nanesend suspenze byla rozprostiena ockovaci hokejkou
po celém povrchu agarové plotny, coz pozdéji umoznilo snadnéjsi pocitani jednotlivych
bakterialnich kolonii.

Pripravené plotny byly kultivovany po dobu 72 hodin pfi teploté 30 °C. Po 72 hodinach
byly spocitdny jednotlivé kolonie v jednotce CFU (colony forming units). Vysledné pocty
kolonif z ur¢itého redéni a urcitého intervalu byly vzdy se¢teny a vysledek byl zprimérovan.
Nésledné se zprumérovaly i vSsechny vysledné hodnoty ze vsech tii opakovani zvlast pro

kazdy druh bakterii. Vysledna hodnota CFU na 1ml média byla stanovena dle vzorce
CFU/ml = N x H x 10% (2.1)

kde N je pocet kolonii a H je hodnota fedeni s kladnym exponentem. Pozadovana infekéni
davka 1,8 — 4 x 10 CFU/ml poté odpovidd ODggg = 0,5.
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Obréazek 2.1: Schématické zndzornéni uréeni infekéni ddvky bakterii Asaia sp. pomoci méfeni op-

tické denzity a pocitani kolonii z agarovych ploten.

2.5 Experimentalni infekce flebotomii

2.5.1 Priprava bakterii Asaia sp. na experimentalni infekce

Bakterie Asaia sp. bez ohledu na druh byla pomoci oc¢kovaci klicky inokulovdna z agarové

plotny do falkony se 40ml GLY média. Suspenze byla kultivovana v tfepacce pri teploté
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30°C a o rychlosti tfepani 200 rpm do dovrseni O Dggy = 0,5.

Ze stiedniho valce bakteriadlni suspenze bylo odebrano 500 pul, které byly centrifugovany
rychlosti 6500 rpm po dobu 5 minut. Po prvni centrifugaci byl odebran supernatant a
zbyly pelet byl resuspendovan v 500 ul sterilntho fyziologického roztoku a centrifugovan
rychlosti 6500 rpm po dobu 5 minut, tento krok se provedl ve dvou opakovanich, coz
zastavilo dalsi mnozeni bakterii. Po dvojim promyti se k peletu pfidalo 500 ul obarveného
modrého roztoku, viz kapitola [2:3.3] smés byla resuspendovéna a cely objem byl pfenesen
na vatu, kterd se nasledné umistila k flebotomtim do sité. Diky piitomnosti barviva bylo
mozné odliSit nenasaté samice a nasaté, viz obrazek protoze modré barvivo prosvita
skrze kutikulu flebotomt. Jako negativni kontrola byl pouzit stejné pripraveny cukr, ale

bez pritomnosti bakterii, ktery slouzil jako ukazatel pripadného negativniho vlivu modrého

barviva na samice.

Obrazek 2.2: Porovnani samic Phlebotomus duboscqi po podani infikovaného nabarveného cukru.

(A) — nenasatd samice, (B) — nasita samice.

2.5.2 Infikovani flebotomii bakterii Asaia sp.

Do natazenych siték ve tvaru krychle s hranou 20 cm bylo vypusténo 150 samic Ph. du-
boscqi starych jeden az t¥i dny. Pribéh pokusu je schematicky zndzornén na obrazku [2.3]
Po vypusténi byli flebotomové 24 hodin bez pristupu k cukru, aby doslo k jejich vyhlado-
véni a poté (DEN1) jim byl na dalsich 24 hodin podavan infekéni modry cukr s Asaia sp.
Po uplynuti 24 hodin (DPI1) byl cukr odebran a nenasaté samice byly odstranény. Naséaté
samice byly nasledné dalsich 24 hodin bez pristupu k cukru z divodu spravného traveni a
nasledujici dny (od DPI2) mély jiZz neomezeny piistup k neinfekénimu cukru. Sesty den po
infikovani (DPI 6) se flebotomum podala krev skrze krmitko, viz kapitola Druhy a
osmy den po sani krve (DPB 2,8) bylo odebrano 10 samic, kterym byla vypitvana stfeva,

ve kterych byla nasledné detekovana pritomnost bakterii.
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1. Vypusténi samic Ph. Duboscqi

1. Podénf infikovaného cukru Asaia sp. 1. Odebrani infikovaného cukru
e skupina A 150 . .
p' e skupina A — s bakterif 2. Vytiidéni nasdtych samic DPI 1
e skupina B 150
e skupina B — kontrolni Den 1 3. Hladoveéni 24 hod Den 2
2. Hladovéni 24 hod Den 0
1. Piistup k normdlnimu cukru
2. Pitvy stiev DPI2
3. Detekce bakterie metodou PCR a
plotnami Den 3]
1. Pitvy stfev
2. Detekce bakterie metodou PCR a | PP13
plotnami Den 4
1. Pitvy stiev 1. Pitvy stiev
2. Detekce bakterie metodou PCR a 2. Detekce bakterie metodou PCR a Séni krve pres membranu on 7] DPI 6
plotnami Den 15 plotnami Den 9 -
DPB 8 DPB 2

Obréazek 2.3: Schématické zndzornéni experimentalni infekce Ph. duboscqi bakterii Asaia sp., DPI-

day post infection, DPB-day post blood-meal

2.5.3 Sani krve skrz membranu

Pro vyrobu membrany byla pouzivana tridenni kurata, kterd jsou skladovana v teploté
-20°C. V den ptipravy jsou kurata nejdiive rozmrazena a poté jsou zbavena peri v oblasti
zad a bricha. V lamindrnim boxu (Alpina) byla za pomoci niuzek a pinzet kurata stazena
z kuze, kterd néasledné prosla promyvanim. Nejdiive byla ktuze promyta dvakrat po deseti
minutach v 70 % ethanolu a dale dvakrdt po deseti minutach ve fyziologickém roztoku.
Pripravené kuzicky byly uloZeny zatazené parafilmem (Bemis™) v Petriho miskach. Kufeci
membréany byly skladovany v mrazdku o teploté -20 °C.

V den experimentu byly ktzicky z mrazdku vytazeny a rozmrazeny. Nasledné bylo
potfeba inaktivovat defibrinovanou berani krev (LabMediaServis s.r.o0.) ve vodni lazni pri
teploté 56 °C po dobu 35 minut. Mezitim byla na sklenéné krmitko pomoci parafilmu
pripevnénd natazend kiizicka kurete. Do takto pripraveného krmitka byly preneseny 3 ml
inaktivované krve. Krmitko se ptripevnilo do chemického stojanu a pripojilo k vodni ldzni
s externi cirkulaci (JULABO), ve které cirkulovala voda o teploté 37 °C. Nakonec se na
krmitko nasadily sitky s flebotomy, kteri méli pristup ke krvi jednu az dvé hodiny (Volf a
Volfoval, 2011). Po sani byly nenasité samice vytiidény pomoci exhaustoru, preneseny na
led a nésledné usmrceny ethanolem. Sitky s nasidtymi samicemi majici neomezeny ptistup

k cukernému zdroji byly umistény v termostatu pti teploté 26 °C.

2.5.4 Pitvy strev flebotomu

Samice byly pitvany druhy a tfeti den po infekci (DPI 2, DPI 3) a néasledné jesté druhy
a osmy den po nasati krve (DPB 2, DPB 8). V dany casovy interval bylo deset samic

odchyceno a uspano na ledu. Nasledné jim byly odstranény koncetiny a povrch torza byl
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kvuli povrchové kontaminaci omyt v nékolika fazich: v destilované vodé s jarem, dvakrat
v destilované vodé, v 70 % ethanolu, ve kterém je samice ponorena 15 vtefin, a nakonec
jednu minutu ve fyziologickém roztoku. Omyty flebotom byl polozen na podlozni sklicko
do kapky fyziologického roztoku. Pod binokuldrni lupou (Olympus SZ61) byla pomoci
pinzety a pitvatek (Spejle do niz je zasazena minucie (MONARCH) o pruméru 0,20 mm)
odstranéna nejprve hlava a néasledné skrze abdomen vytazeno stievo. Stfevo bylo poté
oplachnuto v ¢isté kapce fyziologického roztoku a preneseno do mikrozkumavky se 100 pl
fyziologického roztoku a pomoci homogenizacnich ty¢inek manualné rozmélnéno.

Deset mikrolitri homogenatu bylo inokulovano na agarovu plotnu a rozetfeno sterilni
sklenénou hokejkou po celé plose pro oddéleni kolonii. Nasledné byly plotny inkubovany
v termostatu po dobu 72 hodin a teploté 30 °C. Pokud se béhem inkubace objevily kolonie
bakterii, byla potvrzena pritomnost a zivotaschopnost bakterii Asaia sp.

Do zbytku homogenétu bylo pfidano 200 ul lyzac¢niho pufru a takto pripraveny vzorek
slouzil k celkové izolaci DNA ze streva, kterd probihala pomoci kitu High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche), dle pokynu vyrobce. V poslednim kroku uvolnéni
DNA z kolonky bylo z duvodu optimalizace namisto 100 ul elu¢niho pufru pfiddano 100 ul
injek¢ni vody (TaKaRa BIO INC.). Vyizolovand DNA byla pouzita k prokazani pritomnosti

bakterie polymerazovou retézovou reakci (PCR).

2.6 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Ziskana DNA ze stfeva flebotomu byla pouzita pro molekuldrni detekeci bakterii rodu Asaia
pomoci primert Asafor a Asarev (koncentrace 0,025 uM), viz tabulka které amplifikuji
181 bp dlouhy tsek v oblasti genu kédujici podjednotku 16S rRNA |Favia a kol.| (2007)).

Tabulka 2.1: Pouzité primery.

Amplifikovany gen | Néazev | Urceni Sekvence (5" — 3')
16 rDNA Asarev | Reverse | AGCGTCAGTAATGAGCCAGGTT
16 rDNA Asafor | Forward GCGCGTAGGCGGTTTACAC

Vysledné mnozstvi reakéni smési bylo 20 ul, kdy se k 2 ul vyizolované DNA pridalo:
e 10 ul Emerald Amp GT PCR Master Mix green (TaKaRa BIO INC.),

e 1yl Primer forward (ASAFOR) (Sigma-Aldrich s.r.o0),

o 1l Primer reverse (ASAREV) (Sigma-Aldrich s.r.o),

o 6ul PCR vody (TaKaRa BIO INC.).

Jako negativni kontrola bylo misto 2 ul vyizolované DNA pridéno stejné mnozstvi PCR

vody a jako pozitivni kontrola byla pouzita vyizolovand DNA A. krungthepensis ziskana
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z rozockované narostlé kultury.

Polymerazova tetézova reakce probihd na Biorad T100 Thermal cycler dle programu

znézornéném na obrazku 2.4

95°C 2 min 30 s\
\
\
B 72k \ 1 min 4 min .
o ' / \
o ! / \
et ! 1 min /
+  55ect e/ \\
\
\
30X \
< > !
12°c+ e

¢as

Obrazek 2.4: Schématické znazornéni cyklid PCR programu.

Vysledny produkt PCR. byl hodnocen pomoci horizontalni agarézové elektroforézy, kdy
byl PCR produkt nanesen na 1% agar6zovy gel pripraveny z: praskové agarézy (BioRe-
agent, Sigma), 50x TAE pufru Electrophoresis Buffer (Thermo Scientific) a ze SYBR safe
(ThermoFisher Scientific), ktery slouzi k vizualizaci DNA. Do jamek na gelu bylo pipeto-
vano vzdy 10 ul PCR produktu. Do prvni a posledni jamky bylo naneseno 10 ul GeneRu-
ler100bp DNA Ladder (Thermo Scientific), ktery funguje jako velikostni standard. Gelova
elektroforéza byla spusténa pri napéti 90-120V dle velikosti gelu po dobu 20-55 minut.
Gel byl vizualizovan a focen v zobrazovacim pristroji (VILBER) pod modrym svétlem a

nésledné vyhodnocen.

2.7 Prenosové pokusy

2.7.1 Transovarialni pfenos

Cilem tohoto experimentu bylo ovéreni, zdali u flebotomu funguje prenos bakterii Asaia sp.
pomoci transovaridlniho prenosu. Samice druhu Ph. duboscqi byly rozdéleny do ti{ skupin
po 150 jedincich, kdy prvni skupiné byl podan cukr s A. siamensis, druhé s A. krungthe-
pensis a treti bez pritomnosti bakterie.

Vsechny skupiny byly stejné jako v predchozim pokusu, viz kapitola 2.5.2] Sesty den
po podani infekéniho cukru nasaty na krvi skrz membranu, viz kapitola Osmy den
pokusu (DPB 2) byly samice po jedné pomoci exhaustoru preneseny do skleni¢ek. Schéma

pokusu je popsano na obrazku

22



1. Vypusténi samic Ph. Duboscqi

1. Odebréni infikovaného cukru

e skupina 100 Podani infikovaného cukru Asaia sp.

Den 1 2. Hladovéni 24 hod

2. Hladovéni 24 hod Den 0

Den 2

Piistup k normélnimu cukru

L Den 3/
( )
Po smrti samicky detekce bakterii . L, L, - .
metodou PCR a plotnami Sklenickovan{ [« Sani krve pfes membranu
Dalsi dny Den 11 L Den 7}

Obrézek 2.5: Schéma transovarialniho pokusu.

Do skleni¢ek, viz obrazek [2.6] byl pfedem vlozen filtra¢ni papir, ktery slouzil k udrzo-

vani vlhkosti. Sklenicky byly utésnény monofilem s otvorem pro premisténi samice, ktery

byl uzavren vatou. Samice byly ve sklenickach skladovany v termostatu v krabicich vypl-

nénymi filtra¢nim papirem zvlhé¢enym destilovanou vodou, ktery udrzoval stalou vlhkost.

Na monofil kazdé sklenicky byla poloZzena vata nasiti cukernym zdrojem, ktera byla mé-

néna kazdy den. Jakmile samice nakladla vajicka a nasledné zemtela, jeji télo bylo prene-

seno do 100 ul fyziologického roztoku a zhomogenizovano. Vykladend vajicka byla pomoci

stétce prenesena také do mikrozkumavky se 100 pl fyziologického roztoku a néasledné

roz-

mélnéna pomoci homogenizatoru. Ze snusek i samic byla vyizolovana celkova DNA, ve

které byla nasledné detekovana pritomnost bakterie Asaia sp. pomoci PCR a horizontalni

agor6zové elektroforézy, viz kapitola [2.6]

Obréazek 2.6: Sklenicka na separaci samic flebotomni.

2.7.2 Kontaminativni pfenos

Abychom vyvratili moznost kontaminace snusek rezidui bakterii Asaia sp., které se zachyti

na povrchu vajicek, byl proveden pokus, kde byla vajicka omyvana.
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Samice Ph. duboscqi byly stejné jako v pokusu s experimentalnimi infekcemi nakazeny
bakteriemi A. siamensis a A. krungthepensis a nasaty, viz kapito]2.3.3]a[2.5.2] Po defekaci
(8. den, tedy 2 dny po sani na krvi) byly samice preneseny do kelimki. Po vykladeni snusky
vajec byly odstranény mrtvé samice a vajicka byla rozdélena do 4 experimentalnich skupin,
viz obrézek

Nemytd
homogenizovand
skupina

Umyta
homogenizovand
skupina

Snuska Asaia sp.
pozitivnich samic

Nemyta
nehomogenizovana
skupina

Umytd
nehomogenizovana
skupina

Obrazek 2.7: Rozdéleni Asaia sp. pozitivnich snisek samic Ph. duboscqi do ¢ty experimentalnich

skupin.

Nasledné byly dvé skupiny sntsek omyvany a zbylé dvé byly ponechany s pripadnymi
necistotami na povrchu vajec. Dvé omyvané skupiny byly promyty destilovanou vodou,
vajicka zalita 500 ul 70 % nedenaturovanym etanolem, ktery pusobil 5 minut, a nakonec
byly snusky promyty v roztoku chlornanu sodném (SAVO), ktery pusobil po stejnou dobu.
Po kazdém kroku byla vajicka promyvana v destilované vodé po dobu 5 minut (Poinar a
Thomas, 1984)). Jedna ze skupiny omytych a neomytych vajec byla nasledné zhomogeni-
zZovana.

Kazda skupina byla rozockovana na tii agarové plotny, na kterych se dale vyhodnotila
zivotaschopnost bakterii. Ze zbytku objemu byla vyizolovana DNA a nasledné byl proveden

test na detekci bakterii pomoci PCR, viz kapitola

2.7.3 Transstadialni prenos

Stejné jako u predchozich pokusii bylo potfeba nejdiive samice Ph. duboscqi experimen-
talné infikovat bakteriemi Asaia sp., a pak nechat nasét na krvi, viz kapitola 2.5.2]. Dva
dny po sani krve byli flebotomové premisténi do kelimkt. Po vykladeni a smrti samic byl

pokus provadén dvéma rtiznymi zpisoby:
e po smrti byly samice vysbirany,
e po smrti byly samice ponechdany v kelimku.

Po vylihnuti larev byl kazdy instar (L1, L3, L4 nedefekovany, L4 defekovany) pitvan

véetné vylétnutych dospélych samic. Pitvy probihaly obdobné jako pitvy samicich stiev.
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Larva byla z kelimku prendéna do kapky fyziologického roztoku a pomoci pinzety a pitva-
tek bylo stievo vytlaceno. Stievo se oplachlo v ¢isté kapce fyziologického roztoku a preneslo
se do mikrozkumavky se 100 ul fyziologického roztoku, kde bylo nasledné zhomogenizo-
vano. Na agarovou plotnu bylo naneseno 10 ul homogenéatu pro vyhodnoceni zivotaschop-
nosti bakterie a ze zbytku objemu vyizolovina DNA. Detekce Asaia sp. byla provedena
pomoci PCR, viz kapitola

2.8 Experimentalni superinfekce Leishmania major a Asaia sp.
v Ph. duboscqi

2.8.1 Superinfekce L. major a Asaia sp. v Ph. duboscqi

Samicim nakazenym bakterii Asaia sp. byla sedmy den po infekci Asaia sp. podana defib-
rinovand berani krev, viz kapitola [2.5.3] s promastigoty leishmanii. Kultury Leishmania
major byly staré 3 — 5 dnu, kultivované v médiu, viz kapitola a promyté fyziolo-
gickym roztokem. Tento krok bylo mozné opakovat v zavislosti na pritomnosti selekénich
antibiotik. K 10 pl promyté kultury bylo ptridano 990 pl fediciho roztoku, coz usmrti zijici
leishmanie a ndsledné umozni stanovit koncentraci pomoci Biirkerovy komurky (Assis-
tent™). Leishmanie byly natedény fyziologickym roztokem na zdkladé vypoctu, tak aby
bylo dosazeno vysledné koncentrace 1 x 105 bunék/ml krve.

Mezitim probihala inaktivace berani krve stejné jako v kapitole[2.5.3] Inaktivovana krev
s presnou koncentraci leishmanii byla plnéna do sklenéného krmitka pomoci sterilni Pas-
teurovy pipety. Sité se skupinami Ph. duboscqi (A. siamensis pozitivni, A. krunghepensis
pozitivni, Asaia sp. negativni, viz obrazek byly k chemickym stojantim s pripevné-
nymi sklenénymi krmitky prichyceny, aby mohli flebotomové sat po dobu jedné hodiny
pii 26°C v naprosté tmé. Podminky sani mohou byt v pribéhu sani modifikoviny dle
aktivity flebotomfi. Po sani byly odebrany nenasaté samice. Sitky s nasatymi samicemi

byly vraceny do termostatu, kde mély neomezeny pristup k cukernému zdroji.
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Obrazek 2.8: Sani jednotlivych skupin flebotomt napojenych na vodni cirkulaci A-kontrolni sku-

pina, B-Asaia siamensis pozitivni skupina, B-Asaia krungthepensis pozitivni skupina.

2.8.2 Stanoveni infekce L. major u Ph. duboscqi pfi superinfekci s Asaia sp.

Pitvy stfev samic infikovanych Asaia sp. a L. major, viz kapitola probihaly vzdy
druhy, paty a osmy den po sani (DPB2, DPB5, DPBR). Vzdy bylo pitvano 20 samic z
kazdé skupiny (A. siamensis pozitivni, A. krunghepensis pozitivni, Asaia sp. negativni).
Samice byly preneseny na led a po imobilizaci jim byly odstranény koncetiny. Torzo samic
bylo polozeno na podlozni sklicko do kapky fyziologického roztoku. Pod binokularni lupou
(Olympus SZ61) byla pomoci pinzety a pitvatek odstranéna nejprve hlava a nésledné skrze
abdomen vytazeno stievo. Vypitvané stfevo bylo preneseno do cisté kapky fyziologického
roztoku a prikryto krycim sklickem a pod mikroskopem (Olympus CX31) byla hodnocena
intenzita infekce a lokalizace leishmanii ve stievé. Intenzita byla hodnocena podle sily
infekce do ¢tyt kategorii (Myskova a kol.| [2008), viz tabulka

Tabulka 2.2: Kategorie intenzity infekce.

Kategorie Pocet bunék ve streve
Bez infekce 0
Slabé infekce 1-100
Stiredni infekce 100-1000
Silna infekce >1000
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Po prohlédnuti stfev pod mikroskopem bylo pomoci 100 pl fyziologického roztoku
stfevo splachnuto do mikrozkumavky, zhomogenizovino a 10 pl homogenatu bylo pfe-
neseno na agarovou plotnu, aby stejné jako v predeslych pokusech bylo mozné prokazat

zivotaschopnost bakterii. Ze zbytku homogenatu byla vyizolovana DNA a provedeno PCR,
viz kapitola

2.8.3 Priprava mikroskopického preparatu ze stfev Ph. duboscqi infikovanych

L. major

Pri predeslém pokusu, viz kapitola bylo vzdy nékolik pozitivnich strev na L. major
rozetieno krycim sklickem po plose podlozniho sklicka. Rozetiené stievo bylo po uschnuti
na sklicku zafixovdno methanolem a po jeho zaschnuti byla na sklicko pomoci Pasteurovy
pipety nanesena vrstva roztoku Giemsy (Sigma-Aldrich s.r.o) a destilované vody (v poméru
1:19) na dobu cca 15 — 20 minut a poté byla vrstva roztoku pod malym proudem vody

smyta.

2.8.4 Méreni forem promastigoti L. major

Pripravené preparaty, viz kapitola byly prohlizeny mikroskopem (Olympus BX51)
s integrovanou kamerou DP-70. K prohlizeni preparatu bylo pouzivino 1000x zvétseni a
imerzni olej. K vyfoceni leishmanii byl pouzit program QuickPHOTO MICRO 2.2 (Olym-
pus). Nafocenym leishméniim byla méfena délka biciku, Sitka a délka téla za pomoci pro-
gramu ImageJ Java. Morfologicka forma byla urcena u leishmanii ze 4 preparatt z kazdé
skupiny (A. siamensis pozitivni, A. krunghepensis pozitivni, Asaia sp. negativni) ve dvou
opakovani. Hodnoty méreni byly statisticky zpracovany a presné formy byly urcéeny podle

Sadlova a kol.| (2010) do t¥i kategorii, které jsou vypsané v tabulce

Tabulka 2.3: Morfologické formy leishmanii.

Morfologicka forma Rozméry

Kratky promastigot délka téla < 14 pm a délka bic¢iku < 2x délka téla

Metacyklicky promastigot | délka téla < 14 um a délka bi¢iku > 2x délka téla

Dlouhé nektomonada délka téla > 14 um

2.9 Statistické vyhodnoceni

Statistické testovani vysledki bylo provedeno v programu StudioR (http://cran.r-project.org)
pro zjisténi signifikantnich rozdili v intenzité infekce a lokalizace L. major mezi skupi-
nou se superinfekci L. major a A. siamensis i A. krungthepensis a skupinou bez bakterie

Asaia sp. nakazené L. major. Vzhledem k charakteru dat (kategoridlni) byl pouzit Pear-
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soniv Chi-kvadrat test nebo Fishertiv exaktni test s ohledem na pocet vzorkd. Nulova

hypotéza byla zamitana na 5% hladiné vyznamnosti.
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3. Vysledky

3.1 Standardizace infekcni davky

Cilem pokusu bylo stanovit za jakou dobu bakterie A. krungthepensis a A. siamensis
dosdhnou pozadované koncentrace pri kultivaci v tekutém médiu.

A. siamensis méla mnohem rychlejsi rustovy potencidl nez A. krungthepensis, viz
graf A. siamensis dosdhla pozadované standardizované infekéni davky
1,7 — 4 x 108 CFU/ml, jiz za 20 hodin. Zatimco A. krungthepensis k dosazeni potiebovala
50 hodin, viz graf

ensis

T
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1.5 H —%— Asaia siamensis
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Graf 3.1: Casovy vyvoj optické denzity (ODgqg) bakterii A. siamensis a A. krungthepensis v teku-

tém médiu, ODggo-—optickd denzita vzorku méfena pii vlnové délce 600 nm
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Graf 3.2: Mnozeni bakterii A. siamensis a A. krungthepensis v tekutém médiu, CFU-Colony

Forming Units

29



3.2 Experimentalni infekce flebotomui bakteriemi Asaia sp.

Klicovym aspektem pro tuto praci bylo zjisténi schopnosti prezivani bakterii A. siamensis
a A. krungthepensis ve Ph. duboscqui. Proto byly vzdy v urcité dny po infekci bakteriemi
a taky po sani krve otestovana stieva pomoci PCR a natfenim stfevniho homogenatu na
agarové plotny. Pokud byl vzorek PCR pozitivni, vzdy byly bakterie piitomny i na plotné,
coz potvrzuje, ze bakterie zachycené molekuldrni metodou byly zaroven i zivé. Pokus byl
pro kazdou bakterii proveden ve tfech nezédvislych opakovanich a vysledky byly slouceny.

Na pritomnost A. krungthepensis ve stfevech flebotomu bylo celkem otestovano 120
samic. Druhy den po podani infekéniho cukru byla bakterie A. krungthepensis detekovana
u 87 % samic a tieti den po infekci byla nalezena u 93 % samic. Po nasati krve krve klesl
pocet A. krungthepensis pozitivnich samic na 60 % a osm dni po sani (DPB 8) byla bakterie
nalezena u 77 % samic, viz graf a tabulka

Tabulka 3.1: Pocet pozitivnich samic Ph. duboscqi na A. krungthepensis. DPI-day post infection,
DPB-day post blood-meal

Celkem
DPI 2 30
DPI 3 30
DPB 2 30
DPB 8§ 30
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Na pritomnost A. siamensis bylo stejné jako pro A. krungthepensis otestovano 120
samic. Druhy den po infekci byla A. siamensis nalezena u poloviny samic (15 z 30). Dalsi
den (DPI 3) pocet A. siamensis pozitivnich samic stejné jako v ptipadé A. krungthepensis
vzrostl a bakterie byla detekovana u 67 % samic. Po séani krve pocty A. siamensis po-
zitivnich samic klesly a v druhy i osmy den (DPB 2, DPB 8) byla bakterie detekovana
pouze u 40 % u testovanych samic, viz graf[3.3]a tabulka[3.2] Z vysledki vyplyva, 7e i kdyz

A. siamensis roste v médiu rychleji ve flebotomech naopak lépe preziva A. krungthepensis.

Tabulka 3.2: Pocet pozitivnich samic Ph. duboscqi na A. siamensis. DPI-day post infection, DPB—
day post blood-meal

A. siamensis pozitivni | Celkem
DPI 2 15 30
DPI 3 20 30
DPB 2 12 30
DPB 8 12 30

100

(W) -~
(e ot

[\
ot

Pozitivni samice [%]

DPI2 DPI3 DPB2 DPB8

00 Asaia krungthepensis B Asaia siamensis

Graf 3.3: Vysledky experimentalnich infekci A. krungthepensis a A. siamensis ve strevech samic
Ph. duboscqi; DPI-day post infection, DPB-day post blood-meal

3.3 Transovarialni prenos

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zda se A. krungthepensis a A. siamensis mohou u Ph. du-
boscqi prenaset i transovarialni cestou. Pokus probihal ve dvou opakovanich a vysledky byly
slouceny. U samic infikovanych A. krungthepensis doslo k vykladeni snusky u 77 ze 128
(60 %) samic. Ze skupiny samic, které byly nakazeny A. siamensis, se vykladlo 68 ze 128
(53%).

Jako pozitivni byl povazovan vzorek, ktery splnoval nasledujici kritéria:

1. v samici byla detekovana Asaia sp. pomoci PCR metody,

31



2. ve snusce byla detekovana Asaia sp. pomoci PCR metody,

3. byla potvrzena zivotaschopnost bakterii na agarovych plotnach.

Celkovy pocet vykladenych samic infikovanych A. krungthepensis za 9 dnu (DPB
6-DPB 14) byl 69 a z toho celkem 41 (59 %) vzorku spliiovalo vSechna tfi kritéria a bylo
vyhodnoceno jako pozitivni.

Samice zacaly klast vajicka Sesty den po sani krve, kde bylo potvrzeno pét A. krun-
gthepensis pozitivnich vzorku ze sedmi (71%). Sedmy den po séni se vykladlo 13 samic,
z nichz bylo pozitivné vyhodnoceno 53 % (7 z 13) vzorku. Osmy den byla A. krungthepensis
detekovana u 71 % (5 z 7) vzorki. Devaty den (42 % pozitivnich, 5 ze 12) a desaty den
(43 % pozitivnich, 3 ze 7) byla pozitivita snusek a samicek nizsi. Naopak den 11 dosdhla
pozitivita 71% (5 z 7) a dalsi dny byla nadéle vysoka (DPB 12 — 60 %; 3 z 5, DPB 13 —
80 %, 4 z 5). Posledni vykladené samice a snusky byly odebrany ¢trnicty den po sani a jako
pozitivni na bakterii bylo vyhodnoceno 67 % vzorku (4 z 6), viz graf tabulka [3.3]

Tabulka 3.3: Pocet pozitivnich i negativnich samic a snusek Ph. duboscqi na A. krungthepensis.
DPB-day post blood-meal

DPB 6|7|8[9]10|11 |12 |13 |14

pozitivni || 5|75 |5| 3 | 5| 3| 4| 4

Asaia krungthepensis
negativni || 2 |6 |2 | 7| 4 | 2 | 2 | 1| 2

Vysledny pocet vzorkl samic a snusek vajicek infikovanych A. siamensis za 9 dnt
(DPB 6 — DPB 14) bylo 78 z toho bylo pozitivnich 36 % samic a sntusek P. duboscgi (28
ze T8).

Stejné jako u A. krungthepensis zacaly prvni samice klast vajicka Sesty den po sani
krve, kdy bylo otestovano celkem 20 vzorkt, z ¢ehoz byly 4 pozitivni (20 %). Sedmy den
byla pritomnost A. siamensis potvrzena u 6 samic a snisek ze 12 (50 %), zatimco osmy u
zadné samice a snusky. Den devaty (80 %, 8 z 10) a desaty (66 %, 4 z 6) byla A. siamensis
detekovana mnohem castéji nez A. krungthepensis. Dalsi den pozitivita rapidné klesla
(DPB 11 — 20 % 2 z 10 pozitivnich samic). Den dvanacty se vykladly jen dvé samice, ale
pozitivita byla potvrzena u obou z nich. Den tfindcty a ¢trnacty pritomnost bakterie opét
klesala, coz byl rozdil proti A. krungthepensis, viz graf tabulka . Ctrnécty den se

nepodarilo detekovat A. siamensis u zadné samice a snusky.

Tabulka 3.4: Pocet pozitivnich i negativnich samic a sntisek Ph. duboscqi na A. siamensis.
DPB-day post blood-meal

DPB 6 |7]8]9 (10|11 |12 |13 |14

pozitivni || 4 |6 |0 | 8| 4 | 2 | 2| 2|0
negativni || 16 | 6 |6 | 2| 2 | 8 | 0 | 6 | 4

Asaia siamensis
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Graf 3.4: Procentualni zastoupeni pozitivnich samic Ph. duboscqgi a snusek na bakterie A. krun-

gthepensis a A. siamensis. DPB—day post blood-meal

3.4 Transstadialni prenos

Pro prokazani prenosu mezi jednotlivymi larvalnimi stadii byl proveden pokus, kdy byly
larvy vSech instart vylihnutych z infikovanych sntisek testovany na pfitomnost bakterie
Asaia sp. ve strevech pomoci metody PCR a agarovych ploten. Stejné byli testovani i
dospélci po vylihnuti z kukel.

Kdyz doslo k odstranéni vykladenych samic z kelimku, A. siamensis ani A. krungthe-
penis nebyla prokazana u zadného larvalniho stadia ani dospélce Ph. duboscqi a to ani v

jednom ze dvou opakovani experimentu, viz tabulka |3.5

Tabulka 3.5: Pocet pozitivnich a negativnich larvalnich instart a dospélci Ph. duboscqgi z dalsi
generace na bakterie na A. krungthepensis a A. siamensis pri odebrdni mrtvjch samic. L-larvalni

stadium, nedef-nedefekované, def—defekované

L1 | L2 | L4nedef | L4def | Dospélci
pozitivni 0 0 0 0 0
Asaia krungthepensis
negativni || 40 | 40 40 40 40
pozitivni 0 0 0 0 0
Asaia siamensis
negativni || 40 | 40 40 40 40
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Ve skupiné, kde byly samice v kelimku ponechény, diky ¢emuz také slouzily jako prvni
potrava pro larvy byl transstadidlni prenos bakterii potvrzen. V prvnim larvalnim stadiu
byla A. krungthepensis detekovana u 25 % larev. V druhém instaru byla nalezena u 20 %.
U nedefekovanych larev ¢tvrtého instaru pocet pozitivnich jedincu viditelné vzrostl na

40 % ovsem po jejich defekaci klesl na 15%. Z vylihnutych dospélct nebyl pozitivni ani
jeden, viz tabulka graf

Tabulka 3.6: Pocet pozitivnich a negativnich larvalnich instart a dospélci Ph. duboscqgi z dalsi
generace na bakterie A. krungthepensis a A. siamensis pti ponechiani mrtvych samic. L-larvalni

stadium, nedef-nedefekované, def—defekované

L1 | L2 | L4nedef | L4def | Dospélci

pozitivni || 10 | 8 16 6 0

Asaia krungthepensis )
negativni || 30 | 32 24 34 40

Larvy vylihnuté z vajicek od A. siamensis pozitivnich samic vykazovaly podobny trend
pozitivity jako larvy vylihnuté ze snusky A. krungthepensis pozitivnich samic v prvnich
dvou instarech (L1 —20% , L2 — 10%). Larvy ¢tvrtého instaru pred defekaci mély nizsi
zastoupeni pozitivnich larev nez u A. krungthepensis, ale presto zde pritomnost A. si-
amensis vzrostla na 20 %. Po defekaci pocet pozitivnich larev na A. siamensis klesl na
10 % podobné jako u A. kruntghepensis. Ani v této skupiné nebyl zadny vylihnuty dospé-
lec pozitivni, coz naznacuje, ze A. krungthepensis ani A. siamensis neprezije kukleni, viz

tabulka obrézek

Tabulka 3.7: Pocet pozitivnich a negativnich larvalnich instari a dospélci Ph. duboscqi z dalsi
generace na bakterie A. siamensis pri ponechani mrtvych samic. L-larvalni stddium, nedef—

nedefekované, def—defekované

L1 | L2 | L4nedef | L4def | Dospélci

pozitivni 8 4 8 4 0
negativni || 32 | 36 32 36 40

Asaia siamensis
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Graf 3.5: Procentudlni zastoupeni pozitivnich larvalnich instari a dospélcu Ph. duboscqi z dalsi
generace na bakterie A. krungthepensis a A. siamensis. pozn.: horni hranici grafu tvori 50 %

vzorki. L-larvalni stadium, nedef—nedefekované, def—defekované

3.5 Moznost kontaminativniho prenosu

Vzhledem k dosud ziskanym vysledkiim pokusi na transstadialni pfenos jsme rozhodli
otestovat moznosti kontaminativniho prenosu. Abychom potvrdili, Ze se opravdu jednd
o transovaridlni pfenos a zaroven vyvratili moznost uviznuti bakterii na povrchu vajec,
provedli jsme pokus s omyvanim povrchu snusek. Sniiska vajec od nakazenych samic byla

rozdélena do 4 skupin:
1. sntska omytd homogenizovand,
2. snuska neomytd homogenizovana,
3. sntiska neomytd homogenizovan4,
4. sntska neomytd a nehomogenizovana.

Skupiny byly testovany na pritomnost bakterii. Tento pokus byl proveden zvlast jak pro
A. krungthepensis tak pro A. siamensis ve dvou opakovanich a vysledna data byla sloucena.

Ukazalo se, ze skupiny homogenizované i nehomogenizované u nichz doslo k omyti po-
vrchu vajec byly negativni v ptipadé A. siamensisi A. krungthepenisis, coz bylo potvrzeno
pomoci agarovych ploten a PCR. Naopak u skupin neomyvanych, bez ohledu na homo-
genizaci, byla prokézana pritomnost A. siamensis i A. krungthepenisis a to jak pomoci

PCR, viz obrézek [3.6] tak pfitomnosti bakterii na agarovych plotnich. Tento experiment
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prokdzal pritomnost bakterii Asaia sp. na povrchu snasek, ale vyvratil jejich pfitomnost

uvnitt vajicka.

700 bp

500 bp

Obrazek 3.6: Detekce Asaia sp. u Ph. duboscgi. (1) neumyté nehomogenizované, (2) umyté homo-
genizované, (3) neumyté homogenizované, (4) umyté nehomogenizované, (5) pozitivni kontrola, (6)

negativni kontrola. Autor: Stejskalova

3.6 Experimentalni superinfekce Leishmania major a

Asaia sp. ve Ph. duboscqi

Cilem experimentu bylo otestovat vliv bakterii z rodu Asaia na vyvoj L. major v Ph. du-
boscqi. Samice Ph. duboscqi ze t¥i skupin byly vzdy pitvany druhy, paty a osmy den po sani
na krvi s promastigoty L. major. Druhy den v pokusu figuroval jako kontrola tispésného
sani a prenosu leishmanii. Experiment byl proveden ve dvou opakovanich a vysledky byly

slouceny.

3.6.1 Vliv Asaia sp. na intenzitu infekce L. major v Ph. duboscqi

Mezi skupinou samic infikovanymi a A. siamensis a skupinou kontrolni bez Asaia sp.
nebyl paty den po sani na krvi prokazan signifikantni rozdil v intenzité infekce L. major
(p = 0,145). Signifikantni rozdil nebyl pozorovan ani pii porovnéni superinfekce L. major
a A. krungthepensis a kontrolni skupiny bez Asaia sp. (p = 0,061).

Na druhou stranu, statistické vyhodnoceni ukazalo signifikantni rozdily v intenzité
infekce L. major mezi skupinami infikovanymi bakteriemi Asaia sp. a Asaia sp. negativnimi
(A. siamensis: p = 0,009; A. krungthepensis: p = 0,011) osmy den po sani.

V obou pripadech se ve skupiné Asaia sp. negativni vyskytovala silnd infekce L. major
Castéji nez u skupin nakazenych A. siamensis nebo A. krungthepensis. U Asaia sp. nega-
tivnich samic byla silnd infekce L. major prokizana u 83 % samic, zatimco ve skupindch

infikovanych Asaia sp. se silné infekce L. major pohybovaly okolo 50 %, viz tabulka [3.8

graf 3.7]
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Signifikantni rozdil nebyl zaznamenén v intenzité infekce L. major mezi skupinami
infikovanymi A. krungthepensis a A. siamensis a to paty (p = 0,818) ani osmy den (p =

0,910) po infekei.

Tabulka 3.8: Absolutni hodnoty intenzity infekce L. major u skupin samic Ph. duboscqi se superin-
fekci s A. siamensis a A. krungthepensis a bez infekce Asaia sp. druhy, paty a osmy den po podéni
krve. DPB-day post blood-meal

Asaia sp. poz. celkem

A. siamensis 24 40

DPB 2 | A. krungthepensis 25 40
Asaia sp. negativni - 40

A. siamensis 25 40

DPB 5 | A. krungthepensis 33 40
Asaia sp. negativni - 40

A. siamensis 26 40

DPB 8 | A. krungthepensis 30 40
Asaia sp. negativni - 40

DPB 2 DPB 5 DPB 8
24 25 40 25 33 40 9 30 40 ||mmmsilng inf.
100 | | mmmm st¥edni inf.
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Graf 3.7: Intenzita infekce L. major u skupin samic Ph. duboscqi se superinfekci s A. siamensis
a A. krungthepensis a bez infekce Asaia sp. druhy, paty a osmy den po podani krve. Pocty nad

sloupci znaci pocty vypitvanych sttev. DPB-day post blood-meal.
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3.6.2 Vliv Asaia sp. na lokalizaci infekce L. major v Ph. duboscqi

Mikroskopickym pozorovanim stiev samic P. duboscqi byla sledovana také lokalizace pro-
mastigoti L. major. Druhy den po sani krve byly L. major u vsech skupin lokalizovany
v endoperitrofickém prostoru (uvnitt peritrofické matrix). P4ty a osmy den po sani krve se

promastigoti nachézeli uz v abdominélnim a thorakalnim mesenteronu a u vétsiny samic

byla kolonizovana stomodedlni valva, viz obrazek [3.8]

Obrézek 3.8: Kolonizovana stomodedalni valva flebotoma P. duboscqi leishmanii L. major, A - vole,
B - pfedni ¢4st thoraxu C - kolonizovand stomodedlni valva, 400x zvétSeni (svételny mikroskop
Olympus CX31), Autor: Stejskalovd

Mezi skupinami s infekci A. siamensis, A. krungthepensis a Asaia sp. negativni nebyly v
lokalizaci promastigott L. major pozorovany zadné signifikantni rozdily paty (A.siamensis

:p = 1; A. krungthepensis p = 0,42) ani osmy (A. siamensis : p = 1; A. krungthepensis
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p = 0,86) den po sani krve, viz tabulka graf

Tabulka 3.9: Absolutni hodnoty lokalizace infekce L. major u skupin samic Ph. duboscqi se super-
infekci s A. siamensis a A. krungthepensis a bez infekce Asaia sp.

EP-endoperitroficky prostor, AMG-abdominalni mesenteron, TMG-thorakalni mesenteron,
SV-stomodealni valva, DPB-day post blood-meal

Bez
infekce

A. siamensis 24

DPB 2 | A. krungthepensis 22
Asaia sp. negativni 6

A. siamensis 26

DPB 5 | A. krungthepensis 14
Asaia sp. negativni 11

A. siamensis 22

DPB 8 | A. krungthepensis 19
Asaia sp. negativni 9
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Graf 3.9: Lokalizace infekce L. major u skupin samic Ph. duboscqi se superinfekci s A. sia-
mensis a A. krungthepensis a bez infekce Asaia sp., nad sloupci jsou uvedeny pocéty vypitvanych
sttev. EP—endoperitroficky prostor, AMG-abdominalni mesenteron, TMG-thorakalni mesente-

ron, SV-stomodealni valva

3.6.3 Vliv Asaia sp. na zastoupeni morfologickych forem L. major v
Ph. duboscqi

Paty a osmy den bylo pozorovano zastoupeni jednotlivych morfologickych forem L. major,
viz obréazek [3.10] jak pii superinfekci s A. siamensis a A. krungthepensis, tak i bez super-
infekce. Ve vSech skupinach se objevovaly formy kratkych promastigoti, metacyklickych

promastigota i dlouhych nektomonad, viz tabulka [3.10
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Obrézek 3.10: Morfologické formy Leishmania major. A-Kratky promastigot,

B-Metacyklicky promastigot, C-Dlouh4 nektomondda; barveni Giemsa a zvétsen{ 1000x (svételny

mikroskop Olympus BX51). Autor: Stejskalovd
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Tabulka 3.10: Absolutni hodnoty v zastoupeni morfologickych forem L. major u skupin se superi-
nfekci s A. krungthepensis a A. siamensis a bez superinfekce u flebotomu Ph. duboscqi paty a osmy

den po podani krve. DPB - day post blood-meal

A. siamensis | A. krungthepensis | Asaia sp. negativni

42 50 30
11 6 38
DPB 5
75 65 52
celkem 122 141 121
48 45 65
19 17 14
DPB 8
55 79 42
celkem 128 121 120

3.6.4 Vliv L. major na intenzitu infekce Asaia sp. v Ph. duboscqi

Pritomnost L. major neovlivnila vyskyt Asaia sp. u Ph. duboscqi, v zddném sledovaném
dni po sdni krve nebyl zaznamenan signifikantni rozdil mezi A. siamensis s/bez L. major
(x?=0,011, df = 1, p = 0,918) a A. krungthepensis s/bez L. major (x*=0, df =1, p = 1),
viz tabulka B.11]

A. siamensis se vyskytovala v 51 % samic Ph. duboscqi se superinfekci s L. major,

zatimco A. krungthepensis u 65 %.

Tabulka 3.11: Pocet pozitivnich i negativnich samic na A. krungthepensis a A. siamensis pii su-

perinfekci s L. major. DPB - day post blood-meal

DPB2 | DPB5 | DPB 8

pozitivni 18 26 21
negativni 15 7 10

pozitivni 16 14 18
negativni 16 15 14
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4. Diskuze

V posledni dobé roste zajem o studium stfevniho mikrobiomu flebotomi a také o interakci
af uz se samotnym flebotomem nebo s jim prendSenymi patogeny. Studium téchto vztahii
a vzadjemného ptisobeni v rdmci téhoz hostitele miize byt mimo jiné ndpomocné pro vy-
voj novych strategii v boji proti onemocnénim prenasenych vektory (Rossi a kol., 2015).
Vysledky téchto studii mohou byt vyuzity napiiklad pii paratransgenezi, kdy je symbi-
otickymi bakteriemi geneticky manipuloviano, tak aby vylucovaly molekuly, které budou
pri zpétném podani prenaseci, zabranovat prenosu patogenti. Zaroven nebude mit nepri-
znivy vliv na fitness vektora (Hurwitz a kol., [2011)). Bakterie rodu Asaia jsou diky svym
vlastnostem povazovany za vhodného kandidata pro tyto ucely, jak se ostatné ukazuje v
experimentech zamétujicich se na vyuziti Asaia sp. v boji s Plasmodium sp. (Shane a kol.|
2018; |Grogan a kol., 2021). Proto se také tato diplomova prace zabyva bakteriemi rodu
Asata, jejich vyvojem ve flebotomech a také vlivem na prendsené leishmanie.

Tato prace byla zamérena na dva druhy bakterie rodu Asaia, a to konkrétné na A. sia-
mensis a A. krunghtpensis, pricemz se ukéazalo, ze byt jde o blizce piibuzné druhy, lisi se ve
svém vyvoji a to jak in vivo, tak in vitro. Pri kultivaci v médiu méla A. siamensis mnohem
rychlejsi riustovy potencial a stanovené infek¢ni davky dosahla za méné jak polovinu doby
nez A. krungthepensis. Tento rozdil muze byt zpusoben naptiklad sloZzeni pouzitého média,
které je vyuzivano obecné na kultivaci bakterii octového kvaseni. Ve studii [Sekse a kol.
(2012)) také poukazali na rozdily v rustu mezi 13 kmeny Escherichia coli mimo jiné i v
dusledku sloZeni média. Dal$im moznym vysvétlenim je, ze A. kruntghepensis mé ve srov-
nani s A. simamensis pri rustu v médiu delsi lag fazi, coz je interval kdy si bunky zvykaji
na nové prostredi a jesté se nemnozi, zatimco ty mrtvé klesaji na dno, takze se mnozstvi
bunék docasné snizuje (Bertrand, 2019)). Tato teorie je navic podpofena i nasim méfenim,
kdy na zacatku kazdého experimentu doslo pravé k takovému propadu u A. krunghtpensis.
infikovala vice samic flebotomt nez A. siamensis. V téchto experimentech byla testovina
jen pritomnost zivotaschopnych Asaia sp. bakterii, nikoli intenzita infekce. Jednim z moz-
nych vysvétleni muze byt, ze pokud si A. siamensis zachovala rychlost ristu i ve strevé
mohla tak aktivovat imunitni systém a byt castéji eliminovana (Saraiva a kol., 2016} [Telle-
ria a kol., 2018]). Dalsi moznosti rozdilného chovani téchto druhti bakterii in vivo a in vitro
mohou byt jejich odlisné metabolické drahy (Rami a kol., 2018]).

Kdyz byla samicim Ph. duboscgi nakazenym at uz A. siamensis nebo A. krungthepensis
podéana krev, signifikantné klesl pocet nakazenych samic bakteriemi a to u obou skupin.
Sanim krve dochdazi k vyraznym metabolickym zménam ve stievech flebotomt; ze stiev,
kterd obsahuji velké mnozstvi cukrii, se stane prostfedi bohaté na proteiny (Volf a kol.,
2002b; |Akhoundi a kol., 2012; Kelly a kol., [2017)).
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Pri traveni krve dochézi mimo jiné k uvolnovani kyslikovych radikalt s ¢imz se jednot-
livé skupiny bakterii vyporadaji s rozdilnou tspésnosti. Nékteré dalsi bakterie, které jsou
soucasti sttevniho mikrobiomu flebotomu napt. Enterobacteriaceae sp., se umi 1lépe vyrov-
navat s oxidativnim stresem, ktery nastava pii traveni krve (Kelly a kol., 2017). Je tedy
mozné, ze Asaia sp. tuto schopnost nemaji a jsou po sani krve utlacovany at uz zménénymi
podminkami ¢i jinymi mikroorganismy.

Po defekaci zbytku potravy pocet nédlezti A. krungthepensis pozitivnich samic Ph. du-
boscqi narostl na podobny pocet jako pred sanim. Je tedy mozné, ze po sani krve klesa
mnozstvi Asaia sp. pod detekovatelné mnozstvi molekularnimi i kultiva¢nimi metodami
a po defekaci krve se opét zatne mnozstvi A. krungthepensis ve stievech Ph. duboscqi
navysovat, coz je v souladu s [Volf a kol.| (2002a)) a |Monteiro a kol.| (2016)), ktefi ve svych
studiich potvrdili, ze se mnozstvi mikroorganismti po defekaci krve vraci do stavu jako
pred sadnim. U samic infikovanych A. siamensis po defekaci nedoslo k navysSeni poctu
nakazenych samic. Timto pokusem byla prokizana pouze zZivotaschopnost a pritomnost
bakterii, ale pro urceni presného mnozstvi bakterii Asaia sp. ve strevech by bylo potfeba
provést kvantifika¢ni metody.

Dalsim testovanym parametrem byl vertikdlni pfenos Asaia sp., jelikoz byl prokazéan
u koméra An. stephensi (Favia a kol., 2007 Favia a kol., |2008). Oba druhy Asaia sp.
se prenesly na vajicka a nebyl pozorovan vliv na kladeni samic nebo na velikost snisky.
Pokud byla vajicka po nakladeni umyta, zddnd Asaia sp. nebyly ve snusce detekovany,
coz vedlo k myslence kontaminativniho prenosu. Ten byl jiz u flebotomii prokazan ve
spojitosti s jinym mikroorganismem; Votypka a kol.| (2009) popsali, ze samice flebotomu
béhem kladeni vajicek prichyti obsah pfridatnych zlaz spole¢né s oocystami gregarin na
chorion, ktery déle slouzi jako zdroj infekce pro vylihnuté larvy. K nééemu obdobnému
ziejmé dochézi i v souvislosti A. siamensis a A. krungthepensis u Ph. duboscqi a larvy se
nakazi pozienim bakterii béhem lihnuti ¢i kratce po ném. I u koméaru bylo popséno, ze se
Asaia sp. nenachazi v embryu, ale na povrchu vajec (Favia a kol., 2007; Damiani a kol.,
2010).

Je zde moznost, ze by k transovaridlnimu prenosu doslo az pt¥i druhém gonotrofickém
cyklu, coz bylo u flebotomt prokazano u Toscana viru (Maroli a kol., [1993)). Nicméné tento
fenomén je ponékud problematické otestovat, protoze flebotomové pii experimentalnich
infekcich v laboratorich ¢asto odmitaji podruhé sat (Jancarova, osobni sdéleni).

U koméru An. stephensi Asaia sp. kolonizuji i saméi reprodukéni orgéany (Favia a kol
2007; Damiani a kol., [2008)), a proto by bylo vhodné v budouci praci provést lokalizaci
bakterii Asaia sp. u flebotomi a néasledné vyzkouset a pripadné otestovat sexudlni prenos.
Ziskali bychom uceleny pohled na pienosy bakterii Asaia sp. u flebotomu.

Transstadialni prenos ze snuSek infikovanych samic na larvy Asaia sp. byl nejdiive
dokazovan metodikou stanovenou [Volf a Volfova, (2011), kde byly vykladené samice po

smrti odstranény. U zadného larvalniho instaru ani dospélci nebyla Asaia sp. nalezena,
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prestoze snusky vajec byly pozitivné testovany na pritomnost Asaia sp. Pii ponechani
mrtvych samic Ph. duboscqi, které larvy prvniho instaru pouzily jako potravu se prenos
Asaia sp. povedl, jelikoz ve vSech testovanych larvalnich instarech byly bakterie detekovany.
7da4 se, ze pritomnost bakterii pouze na povrchu vajec neni pro prenos Asaia sp. dostateény
a je nutné infekci zesilit i pozrenit infikovanych samic, coz je v prirodé v mistech 1ithnisté
mozné. Bakterie Asaia sp. jsou tedy za urcitych podminek pfendsené i transstadidlné mezi
larvalnimi stadii, nicméné bez ohledu na pritomnost samic pri lihnuti larev, nedochéazi
k prenosu skrz stadium kukly, jelikoz se ndm nepodarilo objevit ani jednoho pozitivniho
dospélce. Podle |Volf a kol.| (2002b)) se ¢dst mikrobiomu larev béhem kukleni tiplné vytrati
nebo snizi své pocty. Ve stfevech larev flebotomt dochazi pred zakukleni k procestim
eliminace mikroorganismt zptisobené fyziologickymi zménami a pravdépodobné i zvysené
antibakterialni aktivité (Dillon a kol., [1996). Podobna redukce bakteridlniho mikrobiomu
byla pozorovana i u komaru Culex pipiens, Aedes aegypti a An. punctipennis ve studii
(Moll a kol.| 2001]).

V druhé casti se prace zabyvala superinfekci Asaia sp. a L. major ve flebotomech
Ph. dubocgi. Paty den po sani na krvi nebyl pozorovan zadny rozdil v intenzité infekce
L. major mezi skupinou A. siamensis, A. krungthepensis a skupinou bez bakterii. Osmy
den po podani krve byl rozdil mezi skupinami sledovan. Kontrolni skupina, kterd nebyla
infikovana bakteriemi Asaia sp. vykazovala silngjsi infekcemi L. major ve srovnani se
skupinami superinfikovanymi. Piitomnost Asaia sp. snizovala intenzitu infekce L. major.
Obdobny efekt byl sledovan u Ae. Aegypti, kde byla intenzita infekce oocyst Plasmo-
dium sp. slabsi pfi pritomnosti bakterie rodu Wolbachia (Moreira a kol., [2009)). Snizovani
infekce Trypanosoma sp. pri superifekci s bakterii Wigglesworthia sp. bylo zaznamenéno i
u glossin (Pais a kol., [2008). Jednim z moznych vysvétleni je, ze bakterie svym mnozenim
nost kompetice leishmanii a bakterie o misto a ziviny. Navic, mohou bakterie produkovat
antiparazitarni molekuly a branit tak kolonizaci stfeva (Pumpuni a kol., [1996; Volf a kol.,
2002a)).

Mimo intenzity infekce bylo posuzovano, zda pritomnost bakterii Asaia sp. nezpliso-
buje zménu siteni L. major v téle flebotoma. Zde jsme prokazali, ze u infikovanych flebo-
tomua Ph. duboscqi ma L. major stejny vzorec lokalizace jako pri nepritomnosti Asaia sp.
Paty ani osmy den nebyl detekovan signifikantni rozdil v lokalizaci promastigott L. major
v rédmci tréviciho traktu Ph. duboscqi mezi skupinami se superinfekci s A. siamensis nebo
A. krungthepensis a skupinou bez superinfekce.

Dalsim studovanym fenoménem bylo zastoupeni morfologickych forem leishmanii. Ve stie-
vech Ph. duboscqi byly u vsSech skupin nalezeny tii morfologické formy promastigotii:
dlouhé nektomonady, metacykli¢ti promastigoti a kratci promastigoti. Vysledné zastou-
peni morfologickych forem je nejasné a pro definitivni potvrzeni bude nutné tento pokus

opakovat. Pri opacném pohledu na tuto problematiku, ani pritomnost leishmanii neméla
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na vyskyt Asaia sp. ve stfevech zadny vliv. Stejné tomu bylo ve stfevech koméart An. ste-
phensi pri ndkaze Plasmodium berghei, které pritomnost Asaia sp. nijak neovlivnilo a zda
se, ze tyto bakterie jsou rezistentni vuci imunitnim reakcim koméru vyvolavané pritom-
nosti plasmodii (Capone a kol., |2013)). Stejny efekt je mozny u flebotomu a leishmanii.
Dalsi faktor, ktery miuze hrat roli v prezivani Asaia sp. je ten, ze si Asaia sp. vytvari
extracelularni polysacharidovou matrix (Favia a kol., 2007)), ktera ji ochranuje pred kyse-
Iym pH a vysokou osmolaritou prostiedi (Crotti a kol., 2009) a pravdépodobné i patogeny.
Bakterie Asaia sp. se jevi jako pomérné odolny organismus, ktery je pri ndhodnému vysta-
veni nizkym teplotam na par hodin schopny obnovit svij rist. Je tedy mozné, ze v prirodé
mohou prezit i kritické podminky, coz dokazuje i fakt ze nékteré druhy Asaia (A. astilbis,
A. platycodi a A. prunellae) byly puvodné izolovany v mistech mirného klimatu (Suzuki
a kol., 2010).
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Shrnuti

o Byla prokézéana rozdilnd dynamika ristu bakterii A. siamensis a A. krungthepensis

v in vivo a in vitro pokusech.

o Experimentédlni infekce A. siamensis a A. krungthepensis byla Uspésné provedend
u Ph. duboscqi. Bakterie rodu Asaia ve stievech flebotomi prezily do 15. dne od

nakazeni.

e Byl potvrzen transstadidlni prenos bakterii A. siamensis a A. krungthepensis mezi

larvami prvniho az ¢tvrtého instaru Ph. duboscqi.

o Transovaridlni prenos nebyl potvrzen. Zjistila se ovSem moznost kontaminativniho

prenosu bakterii Asaia sp.

e Byla uspésné provedena experimentalni superinfekce L. major a A. siamensis i A.
krungthepensis u Ph. duboscqi. A. siamensis ani A. krungthepensis nema vliv na
lokalizaci promastigoti L. major ve stievech Ph. duboscqi. Osmy den po sani krve
s promastigoty L. major u skupin nakazenych také Asaia sp. dochdzi méné casto k

silngjsim infekcim nez u skupiny bez bakterie.
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