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Abstrakt

Zabi trypanosomy piedstavuji prvni pozorované a naslednd popsané trypanosomy a Trypanosoma
rotatorium ze zelenych skokand je typovym druhem celého rodu Trypanosoma. 1 ptes jejich prvenstvi
v rdmci popisu mezi ostatnimi trypanosomami se jim vénuje v soucasné dob¢ jen malo pozornosti,
prestoze se v Zabach vyskytuji s piekvapiveé vysokou diverzitou a prevalenci. U zabich trypanosom,
které jsou cCasto napadné vétsi nez savCéi druhy, je znama stale nevysvétlena vysoka mira
polymorfismu a pleomorfismu. Diky obojzivelnému zplsobu zivota jsou za pienaSece zabich
trypanosom povazovany jak vodni pijavice, tak suchozemsky krevsajici hmyz. Tato diplomova prace,
ktera ma za cil rozsitit znalosti o této opomijené skupin¢ trypanosom, je zaméfena na trypanosomy
zelenych skokanti (rod Pelophylax), a to ve stfedni Evropé a na Balkanském poloostrové. U 981
jedinct byla zjisténa celkova prevalence dosahujici 71 % a celkové bylo detekovéno tfinact druhd
trypanosom, z toho osm je pro védu novych. Signifikantné vétsi diverzita byla zjisténa u Zab na
Balkanském poloostrové, naopak hostitelska specifita trypanosom pro jednotlivé vysetfované druhy
skokantl se neprokazala. V této praci se mi nepodaftilo jednozna¢né prokdzat vztah mezi morfospecies
a genospecies, naopak vzhledem k velké morfologické variabilité a Castym smésnym infekcim
povazuji morfologii krevnich stadii za mélo vhodny nastroj pro determinaci druhl trypanosom.
Protoze se odchov batrachofilniho komara druhu Culex territans nezdafil, byly experimentalni
infekce axenickymi kmeny péti druhli trypanosom provedeny s mamaliofilnimi druhy komért

Cx. pipiens f. molestus, Cx. quinquefasciatus a Aedes aegypti.

Kli¢ova slova: Trypanosoma, Pelophylax, zeleni skokani, diverzita, prevalence, hostitelska

a geograficka specifita, morfologie, komafi, pfenos



Abstract

Anuran trypanosomes are the first ever observed and described trypanosomes and Trypanosoma
rotatorium from frogs of the genus Pelophylax is a type species of the genus Trypanosoma. Despite
the early discovery, they are being neglected in terms of current descriptive studies when compared
to other trypanosomes, although their diversity and prevalence in anurans are quite high. Anuran
trypanosomes, which are significantly larger than their mammal relatives, display a high rate
of polymorphism and pleiomorphism; however, without any explanations. Because of the amphibious
nature of frogs, the vectors of anuran trypanosomes are both aquatic leeches and terrestrial
bloodsucking insects. This thesis which aims at widening the scope of knowledge about this neglected
group of trypanosomes focuses on trypanosomes from frogs of the genus Pelophylax found in Central
Europe and the Balkan Peninsula. An overall prevalence of 71% was found in 981 individuals and a
total of thirteen trypanosome species were detected, eight of which are new to science. Significantly
higher diversity was found in frogs originating from the Balkan Peninsula; however, no host
specificity of trypanosomes was detected. It was not possible to unambiguously prove the relationship
between morphospecies and genospecies. On the contrary, I do not consider the morphology of blood
forms as a usable tool for determining species of trypanosomes because of large variability and often
occurring mixed infections. As the rearing of the batrachophilic mosquito species Culex territans
failed, experimental infections of axenic strains of five trypanosome species were performed with the

mammaliophilic species Cx. pipiens f. molestus, Cx. quinquefasciatus and Aedes aegypti.

Keywords: Trypanosoma, Pelophylax, green frogs, diversity, prevalence, host and geographic

specificity, morphology, mosquitoes, transmission
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Seznam zkratek

A. — Aedes

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool

Cx. — Culex

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleové kyselina (deoxyribonucleic acid)
DPI — dny po sani/infekci (days post inoculation/infection)
EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina

HG - hindgut (proctodeum), ¢ast stieva komara

MG — midgut (mesenteron), ¢ast stfeva komara

NCBI — Narodni centrum pro biotechnologické informace (National Center for Biotechnology

Information)

SDS — dodecylsiran sodny

SSU rRNA — gen malé ribozomalni podjednotky (18S rRNA)

P. — Pelophylax

PCR - polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
RPM - otacky za minutu (revolutions per minute)

T. — Trypanosoma

TAE — tris acetat-EDTA

TEM - transmisni elektronova mikroskopie

UZFG AV CR - Ustay zivogisné fyziologie a genetiky Akademie véd CR



1 Uvod a cile prace

Rod Trypanosoma pattici do tfidy Kinetoplastea zahrnuje ptes pét set popsanych druhti parazitujicich
u vSech tfid obratlovct. Nejstudovanéjsimi jsou lidské trypanosomy a trypanosomy hospodaiskych
zvitat zptisobujici zdvazna onemocnéni jako jsou Chagasova choroba (7. cruzi), spavd nemoc
(T. b. gambiense a rhodesiense), nagana (T. b. brucei, T. congolense a T. vivax) a dal$i. Naopak
trypanosomam vyskytujicim se u volné zijicich zvifat se vénuje jen zlomek pozornosti, pfestoze prave
u téchto hostiteli dosahuji trypanosomy nejvétSi diverzity. Nejinak je tomu i u trypanosom
obojzivelnikl, a to i pfesto, ze uplné prvni druhy trypanosom byly popsany pravé u této skupiny
obratlovci, a to uz pred vice nez 170 lety.

Celkem bylo u obojzivelnikii popsano pies 66 druhii trypanosom, pojmenovani té€chto
trypanosom vsak vychazi pfedev§$im z morfologie jejich krevnich stadii pfipadné piedpokladané
hostitelské specifity. U této skupiny trypanosom je nicméné zndma vysoka mira polymorfismu
a pleomorfismu, ktera mohla autory vést k nespravnému popisu novych nalezii ¢i chybnému ptitazeni
k jiz existujicim druhim. Postupem c¢asu do taxonomie trypanosom zaCaly zasahovat molekularni
studie, které popis novych a synonymizaci stavajicich druhti zacaly uptesnovat. Navic byla prokézana
blizka ptibuznost trypanosom z zab a ryb, které spolecné tvoii takzvany vodni klad trypanosom, tedy
téch, u kterych hostitelé travi alespon ¢ast zivota ve vod€. Za vzajemnou pribuznosti t€chto dvou
skupin trypanosom stoji ¢astec¢né i jejich spolecny pienasec — pijavice. Kviili obojzivelnému zptisobu
zivota vSak vyuzivaji zabi trypanosomy také pienasece terestrické, do nichz lze zahrnout rtizné

zastupce dvoukiidlého hmyzu.

Nejen polymorfismus a pleomorfismus vnasi znacnou nejistotu pii popisu jednotlivych
zastupct této skupiny trypanosom, ale i velmi ¢asté smésné infekce riiznymi druhy u jednoho hostitele
vedou ke zna¢nym komplikacim pti vyzkumu pfirozené nakazenych obojzivelnikd. Navic naprosta
vétSina studii zaméfena na vyskyt trypanosom u zab a vyuzivajici molekularni metody pochazi
z Nového svéta, naopak z Evropy pochazi pouze jedina studie, kterd naznacuje, Ze i u nas je zna¢na

diverzita zabich trypanosom.

Vyse uvedené skutecnosti jsou divodem vedoucim k sepsani této diplomové prace, jejiz
cilem bylo zamé&fit se na tuto nepravem opomijenou skupinu trypanosom, ktera jesté skryva spoustu
nevyfeSenych otazek. Tato prace je specificky zamétena na zelené skokany rodu Pelophylax ve
sttedni Evropé€ a na Balkanském poloostrové, a to z divodu vysoké prevalence trypanosom u téchto
hostitell, snadného odchytu, dostupnosti a vodniho zptsobu Zivota, ktery je stavi do role zajimavého

modelu pro studium diverzity parazitil.



Hlavni cile prace:

e  Zjistit prevalenci trypanosom u zelenych skokanti rodu Pelophylax.

e Zmapovat jejich diverzitu ve stfedni Evropé a na Balkdnském poloostrove.
e Urcit ptipadnou hostitelskou a/nebo geografickou specifitu.

e Upfesnit vztah mezi morfologickou diverzitou a genospecies.

e Realizovat experimentélni infekce komara jako pravdépodobnych vektort.



2 Literarni prehled

2.1 Trypanosomy obojzivelniku

Obojzivelnici (bezocasi (zaby, Anura) a ocasati (mloci a ¢olci, Caudata)) jsou jiz dlouho znami tim,
7e jejich krevni fedisté a nékteré organy infikuji trypanosomy. Uplné prvni trypanosomy, které kdy
byly spatfeny, patfily totiz zabam. K tak ¢asnému objevu téchto trypanosom dopomohla jejich vétsi
velikost a tim 1 lepsi viditelnost pod svételnym mikroskopem. Mayer (1843) pozoroval dva parazity
nalezené v krvi skokana zeleného (Pelophylax esculentus'). Popsal je jako Paramaecium loricatum
a Amoeba rotatoria (viz Obrazek 1) a povazoval je za nalevnika a ménavku. Pozdé&ji t€hoz roku Gruby
(1843) pozoroval v krvi Zaby prvoka, kterého pojmenoval jako Trypanosoma sanguinis a zavedl tim
novy rod Trypanosoma. Tato trypanosoma byla pozdéji rozpoznand jako identickd k Amoeba
rotatoria a byl tak zaveden nazev Trypanosoma rotatorium (Diamond, 1965). Stejn¢ tak byla
prejmenovana i P. loricatum na T. loricatum. Dals$i krevni parazit skokana zelené¢ho byl v roce 1871
pojmenovan jako Undulina ranarum (viz Obrazek 1) (Lankester, 1871). I tento prvok byl zprvu
zaménén za ndlevnika a teprve pozdé€ji pfejmenovan na trypanosomu. Prvotni zaménovani
trypanosom za nalevniky a améby neni moc piekvapivé vzhledem k jejich rozmanité a pro klasické
trypanosomy netypické morfologii (viz Obrazek 1 a Obrazek 2). Popis vSech vyse uvedenych tii
druhti Zabich trypanosom pochéazi z Evropy. V soucasné dobé byly trypanosomy obojzivelniki

popsany z riznych koutti celého svéta zahrnujici vSechny svétadily kromé Antarktidy.
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Obrazek 1: Prvni popsané a zobrazené trypanosomy z zab: A — Trypanosoma rotatorium (puvodné
popsand jako meénavka Amoeba rotatoria), B — Trypanosoma loricatum (puvodné popsana jako
nalevnik Paramecium loricatum) (Mayer, 1843), C—Trypanosoma ranarum (piivodné popsand jako
nalevnik Undulina ranarum) (Lankester, 1871).

! Diive Rana esculenta



2.2 Morfologie trypanosom obojzivelniku

Trypanosomy obojzivelnikii vykazuji vysokou rozmanitost morfologickych forem. V rlznych
studiich jsou popisovany formy §tihlé, tlusté, kulaté, ovalné, nepravidelného tvaru, s volnym bi¢ikem
¢i bez n¢j (Bardsley & Harmsen, 1973). Diamond (1965) ve své rozsahlé praci na zakladé morfologie
rozdélil Zzabi trypanosomy do Sesti hlavnich morfologickych kategorii, které ukazuje Obrazek 2.

Obrazek zaroven znazoriuje velikou rozmanitost tvarti a vysokou morfologickou variabilitu, ktera se
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Obrazek 2: Priklady druhii zZabich trypanosom spolecné s jejich zarazenim podle morfologickych
kritérii do Sesti skupin podle Diamond (1965) (podle Ferreira, 2007a, upraveno).




Morfologicka analyza zabyvajici se celkovym tvarem, velikosti, polohou a velikosti jadra,
polohou kinetoplastu a délkou volného bi¢iku trypanosom z zab byla zakladem popisu mnoha novych
druhii (Bardsley & Harmsen, 1973). Diamond (1965) definoval celkem 26 druhti Zabich trypanosom
a zafadil je do jiz zminénych Sesti morfologickych kategorii (viz Obrazek 2), zatimco
Bardsley & Harmsen (1973) do své tabulky zahrnuli celkem 54 druhti zabich paraziti rodu
Trypanosoma. J& jsem jich ve své bakalafské praci zaznamenala celkem 66 a dalSich 8 druht
vyskytujicich se u ocasatych obojzivelnikli (Poloprutska, 2020). Nicméné nelze s jistotou fici, Ze se
jedna o samostatné druhy. Kvili znaénému polymorfismu (jiné morfy v ramci jednoho druhu),
pleomorfismu (jiné morfy v pribéhu vyvojového cyklu) a ¢astych smésnych infekci (n€kolik druhi
trypanosom v jednom hostitelském jedinci) mize snadno dojit k z&mén¢ a chybnému urceni.
V disledku toho byly trypanosomy pattici do stejného druhu popisovany jako nékolik druhti nebo
naopak byly nespravné popisovany jako jeden druh kvuli identické morfologii.

Na polymorfismus poukazuje napiiklad studie zabyvajici se trypanosomami z colki, kde
trypanosoma 7. diemyctyli vykazovala pti zméné teploty dimorfismus v experimentalné infikovanych
jedincich. Pii nizsich teplotach (15 °C) se trypanosomy vyskytovaly v delsich formach, pfi teplotach
20-25 °C v kratsich formach. Tyto pokusy dokazaly, jak zasadni roli hraje byt jen jeden faktor
v prostfedi hostitele v morfologii trypanosom (Barrow, 1953). Rozdily v morfologii v zavislosti na
teploté vykazovaly také trypanosomy T. andersoni a T. grylli v rosni¢ce Dryophytes versicolor’
(Reilly & Woo, 1982c). Proto je popis druhil na zakladé morfologie velmi diskutabilni a v souc¢asné

dobé samostatné spiSe nepfijatelny, a proto se kombinuje s molekularnimi daty.

Problematika popisovani druh@i zabich trypanosom je mimo jiné dobie patrnd pro druh
trypanosomy oznacované jako 7. rotatorium. Jak jiz bylo feceno, toto pojmenovani zabi trypanosomy
bylo poprvé pouzito v Evropé (Mayer, 1843). Nicmén¢ toto oznaceni nesou trypanosomy v rtiznych
druzich skokanti po celém svété zahrujici Severni i1 Jizni Ameriku, Evropu, Afriku i Asii (Mayer,
1843; Bardsley & Harmsen, 1973; Miyata, 1976; Barta & Desser, 1984; Desser & Yekutiel, 1986;
Lemos et al., 2008), a jedna se tedy o jakysi sbérny a zastupny druh pro zabi trypanosomy. Bardsley
& Harmsen (1973) T. rotatorium povazovali za vysoce polymorfni druh a vS§echny jeho morfologicky
podobné, vysoce polymorfni, pijavicemi pienasené trypanosomy navrhli seskupovat do T. rotatorium
komplex. Upozoriiuji, ze pti popisu novych druhti je dilezité myslet na to, Ze stejny druh v riznych
geografickych mistech mize vypadat jinak a muize se jednat jen o druh s vysokou mirou
polymorfismu. N¢ktefi autofi se kritéria popisovani polymorfni 7. rotatorium drzeli (Bardsley &
Harmsen, 1969; Zickus, 2002). I pies vyrazné jiné morfotypy trypanosom u riiznych druht Zab
(skokanti zelenych, hnédych i u ropuch) je autofi zaradili na zakladé morfologie do komplexu
T. rotatorium (Zikus, 2002). Ve skuteénosti existuje fada pochybnosti, jestli se jedna o fenotypové

odlisné formy nebo o nové druhy. Naptiklad Barta ef al. (1989) popsali nékolik druht trypanosom

2 Diive Hyla versicolor



(mimo jiné i T. rotatorium) ze skokani zelenych (Pelophylax esculentus) na Korsice a usoudili, Ze
shodné parazitofauna se vyskytuje i u severoamerickych skokant. Vysvétluji si to také tim, Ze se tato
parazitofauna musela vyskytovat ve skokanech jesté predtim, nez se oddélili a dostali na rizné
kontinenty (vychodoamericti skokani se oddélili od evropskych asi pied 50 miliony let) (Hillis &
Davis, 1986). Nicméné po morfologickém piezkoumani jednotlivych popisti u 7. rotatorium dosli
k zavéru, ze v Severni Americe nékteti autofi (Barta & Desser, 1984; Woo, 1969b) tuto trypanosomu
jen nespravn¢ oznacili (Barta e al., 1989). Aby se predeslo dal§im nespravnym morfologickym
popistim, Desser (2001) navrhl, aby krom¢ morfologickych a morfometrickych znakt parazita, jeho
hostitele a lokality, byla popisovéna i stddia v pienaSeci av kultufe a podporoval myslenku

pojmenovavani nejasnych druhti jako Trypanosoma sp.

Studii o ultrastruktufe trypanosom obojzivelniki neni mnoho. VétSina struktur se podoba
ostatnim zastupctim rodu 7rypanosoma (Reilly & Woo, 1982d; Martin & Desser, 1991a). Organely
lisici se hlavné velikosti predstavuji kinetoplast a Golgiho aparat, ktery je oproti ostatnim druhiim
napadné vyvinuty (Martin & Desser, 1990; Attias et al, 2016). Nicméné Desser (1976)
u epimastigottl 7. rotatorium Zadny Golgiho aparat nepozoroval. Steinert & Novikoff (1960) poprvé
popsali cytostom se souvisejici pinocytdzou u zabi 7. mega v piedni ¢asti bunky nedaleko baze biciku,
ktery pozdéji pozorovalo i ne€kolik dalSich autorti (Desser, 1976; Attias et al., 2016, 2022). Nejen
cytostom, ale i naptiklad kontraktilni vakuola se spongiem jsou dilezitym znakem pro evolu¢ni
historii celé tiidy Kinetoplastea. Tyto struktury jsou bézné u morfologicky velmi odlisnych volné
zijicich ptibuznych fadu Bodonida (Attias et al., 2016). Attias et al. (2022) popsali u trypanosomy
z ropuch také rezervozom, ve kterych se hromadi proteiny a lipidy prostfednictvim endocytozy. Tyto

organely byly puvodné uvadéné jako typické (jedine¢né) pro 7. cruzi a dal$i druhy podrodu

Schizotrypanum (Soares et al., 1989).

2.3 Prenaseci trypanosom obojzivelniku

Obojzivelnici se zcela bézné vyskytuji ve vodnim prostiedi. Nékteré druhy Zab vodu preferuji po cely
sviyj zivot (napt. rod Pelophylax z ¢eledi Ranidae), jiné zase vyuzivaji vodni prostfedi pouze pro své
rozmnozovani a po zbytek svého zivota se obvykle vyskytuji v terestrickém prostiedi (rod Rana
z &eledi Ranidae, zastupci ¢eledi Bufonidae, Pelobatidae a Hylidae®) (Moravec, 2019). Jejich
rtznorody vyskyt proto souvisi s expozici riznym krevsajicim ¢lenovciim, a tedy i1 pfenase¢tim fady
parazitii véetné trypanosom. Za nejcastéjsi prenasece, hlavné u vodnich skupin obojzivelniki, jsou
povazovany pijavice. Krevsajici hmyz je zase dllezitym pienaSeCem u zastupct vyskytujicich se

pfevazné na sousi.

3 vyjmenovani zastupci jsou voleni s ohledem na jejich vyskyt v Cesku
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2.3.1 Pijavice

Pijavice (Hirudinea) ziji v terestrickém 1 vodnim prostiedi zahrnujici motské i sladkovodni
ekosystémy, kde funguji jako predatoii nebo jako ektoparazité sajici krev rtiznym druhiim
teplokrevnych i studenokrevnych obratlovct (Govedich et al., 2001; Moser ef al., 2009). Diky tomu
jsou vhodnymi pienaSei paraziti. Pijavice pienéseji trypanosomy u ryb, obojzivelnikl, plazii
(Molyneux, 1977), a pravdépodobné také u ptakopysku, u kterych byla detekovana trypanosoma
T. binneyi (Jakes et al., 2001).

Trypanosomy obojzivelnikd byly zjistény u vodnich skupin pijavic ¢eledi Glossiphoniidae,
Piscicolidae a Hirudinidae (Bardsley & Harmsen, 1973). Hamilton ef al. (2005) detekovali
u terestrickych pijavic ¢eledi Haemadipsidae na zakladé PCR trypanosomy, které nalezely do skupiny
T. cyclops (trypanosomy z malajskych primatli). Avsak do stejné skupiny nalezi i izolat trypanosomy
z australské zaby Mixophyes fleayi, na které terestrické pijavice bézné saji. Tyto nalezy naznacuji, Ze
i terestrické pijavice mohou byt pfenaseci zabich trypanosom.

Prvni autor, ktery pozoroval vyvoj zabich trypanosom v travicim traktu pijavic, a tim poprvé
diskutoval i roli téchto krevsajicich bezobratlych jako vektort, byl Billet (1904). Konkrétné se jednalo
o T. inopinatum a pijavici Batracobdella algira®. Autor také poznamenal, Ze tato pijavice je b&Zznym
parazitem skokana zeleného (Pelophylax esculentus®) a piedpokladal, Ze pijavice je pfirozenym
vektorem trypanosom obojzivelniki. V pritbéhu dalsich let tuto myslenku zopakovalo nékolik dal§ich
autord. Pijavice, u kterych byl zdokumentovan vyvoj nebo pfenos trypanosom, byly zvazovany jako
pravdépodobni vektofi jak u pocetné€jsi skupiny zab (Anura) zahrnujici Celedi Ranidae (Diamond,
1965; Woo, 1969a; Hysek & Zizka, 1988; Siddall & Desser, 1992; Guseinov, 201 1) a Bufonidae
(Martin & Desser, 1991a), tak i u mensi skupiny ocasatych (Caudata), konkrétné mlokt (Lehmann,
1952; Woo & Bogart, 1986) a ¢olkti (Barrow, 1953). Barta & Desser (1984) roli pijavic jako vektort
piedpokladaji na zaklad& pozorovani vodnich skupin Zab dospélych jedincti i pulcii rodu Lithobates®.
Autofi detekovali na zabach pouze jediného ektoparazitického zastupce, pijavici Desserobdella
picta’. Zaroveh tito skokani vykazovali mnohem vysS§i prevalenci krevnich paraziti nez Zaby
vyskytujici se hlavné v terestrickém prostfedi, coZz naznaCuje, ze zminénd pijavice je
nejpravdépodobnéjsim vektorem. Podobnou situaci popisuje Goater (2000), ktery pozoroval pijavice
Oligobdella biannulata nej¢astéji na mlocich Desmognatus quadramaculatus, ktefi vykazovali
vysokou prevalenci trypanosom.

Drtiva vétSina studii zaméfujici se na pijavice jako vektory trypanosom obojzivelnikti pochézi

ze Severni Ameriky, konkrétn€é z USA a Kanady (napt. Diamond, 1965; Martin & Desser, 1991a).

4 Dtive Helobdella algira

3 D¥ive Rana esculenta
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V Evropé¢ se touto problematikou zabyvalo pouze par autort. Experimentalni infekce ukazaly pfenos
trypanosom prostfednictvim dvou druhil pijavic Batracobdella algira a Batracobdella paludosa na
skokana skiehotavého (Pelophylax ridibundus) a skokana zeleného (Pelophylax esculentus) (Hysek
& Zizka, 1988). Vyvoj T. neveulemaire, parazitujici na skokanovi skiehotavém, byl popsan v pijavici
Hemiclepsis marginata v JZ Asii (Guseinov, 2011), nicméné zminény druh pijavice se vyskytuje

b&zné v Evropé, véetné Ceska (Schenkova ef al., 2009; www.gbif.org).

2.3.2 Krevsajici hmyz

Hlavnim a nejznaméjsim pifenasecem trypanosom je krevsajici hmyz, a to nejenom u savct, ale
iuptakt a plazi (Molyneux, 1977). SkuteCnost, ze zaby vyskytujici se hlavné v terestrickém
prostfedi vykazujici silné infekce trypanosom, vedl fadu autorti k tomu, aby zvazovali krevsajici
hmyz jako mozné pienaseCe trypanosom. Za pfenasece jsou povazovany samice nematocerniho
hmyzu tadu dvoukiidli (Diptera), konkrétné komafi (Culicidae), flebotomové (Psychodidae:
Phlebotominae) a rod Corethrella (Chaoboridae). Zadna studie zabyvajici se krevsajicimi hmyzimi

prenaseci trypanosom obojzivelnikil nebyla provedena v Evropé.

2.3.2.1 Komafi

Druh komara, ktery je nejvice spojovan s prenosem trypanosom u obojzivelniki, je jednoznacné
Cx. territans. Jeho rozsiteni je Siroké, pokryva celou severni polokouli zahrnujici Evropu, Asii
a Severni Ameriku (www.gbif.org). Saje pfednostné na obojzivelnicich (63 %), ale vyjimecné pro
svou potravu muze vyuzivat i plazy, ptaky a dokonce savce (Savage et al., 2007). Bylo rovnéz
zjisténo, ze samice komart jsou lakany vokalizaci samcd zab (Bartlett-Healy et al., 2008). Prestoze
byl popsan vyvoj T. rotatorium v komarech Cx. territans nakazenych v laboratofi a autofi poukazali
na dany druh komaéra jako na potencionalniho pfenasece zabich trypanosom (Desser et al., 1973),
o dva roky pozdéji to zpochybnili. Pokusili se infikovat skokana (Lithobates pipiens) vyvijejicimi se
stadii ze stfeva komart po cca 100 hodinach od sani, ale infekce se neuchytila (Desser ef al., 1975).
Pokud vim, tak zadna studie neprokazuje ispésny pienos trypanosom u té€chto komard, ale Bartlett-
Healy et al. (2009) detekovali DNA z odchycenych, krvi nasatych samic a zjistili, Ze 20 % komart
bylo nakazeno trypanosomami. Izolaty nalezely do tzv. “Aquatic clade* spolecné s ostatnimi Zabimi

trypanosomami.

Experimentalni infekce ukazaly vyvoj také v komarech, které piednostné nesaji na
obojzivelnicich. U komart Aedes aegypti a Cx. pipiens se trypanosomy mnozily nejdéle do 96 hodin
po sani na infikovanych Zzabach (Bailey, 1962; Ramos & Urdaneta-Morales, 1977). Autofi také
uspeésné infikovali hvizdalku bolivijskou (Leptodactylus insularum) stadii vyskytujicimi se ve stfeve

komara Aedes aegypti po dvou dnech od nédkazy (Ramos & Urdaneta-Morales, 1977).



2.3.2.2 Flebotomové

Experimentélni pfenos trypanosom prostfednictvim flebotomii (Lutzomyia vexator®) byl potvrzen
pouze u ropuch, a to konkrétné u ropuchy zapadoamerické (Anaxyrus boreas®). Infekce flebotomit
trypanosomou 7. bufophlebotomi z nakazené ropuchy a nasledna infekce nenakazenych ropuch byla
uspésna (Anderson & Ayala, 1968; Ayala, 1970). Lutzomyia vexator obvykle saje na obojzivelnicich.
Oba druhy maji nocni aktivitu a sdileji stejna mista pro sviij odpocinek. To naznacuje, ze tento hmyz
je pravdépodobnym pienaseCem trypanosom obojzivelnikd ve volné piirodé (Anderson & Ayala,
1968). Ferreira et al. (2008) molekularné potvrdil uzky vztah mezi trypanosomami z flebotomu
a z zab. Izoloval DNA z n¢kolika druht pfirozen¢ infikovanych samic flebotomt mikroskopicky
shledanych jako pozitivni na trypanosomy. VSechny sekvence nalezely do “Aquatic clade* An03
s vysokou podobnosti s Zabimi trypanosomami.

Flebotomové jsou znami predev§im jako vyznamni pienase¢i leishmanidzy
(Roberts & Janovy, 2009). V Jiznim Thajsku byla detekovana DNA Leishmania (Mundinia)
martiniquensis z flebotoma Sergentomyia khawi v koinfekci s trypanosomou piibuznou Zabim
zastupcum. Spolec¢né s dal$imi 14 izolaty trypanosom z riiznych druhii flebotomti nalezi do “Aquatic
clade” (Srisuton et al.,, 2019) do ptibuznosti trypanosomy izolované z flebotoma z Pakistanu
(Kato et al., 2010). Toontong et al. (2022) zjistili, ze trypanosomy infikujici gekony v Jiznim
Thajsku, jsou piibuzné vySe zminénym izolatim z flebotomt. Autofi spekuluji, ze stejné
trypanosomy mohou byt schopny infikovat riizné druhy obratlovcti zahrnujici obojZivelniky a plazy,

a to prostiednictvim jejich vektord.

2.3.2.3 Rod Corethrella (koretra)

V USA Johnson et al. (1993) detekovali u rosnicky (Dryoptes cinereus'’) trypanosomy pouze
u samcu a navrhli, ze do pfenosu trypanosom jsou zapojené samice Corethrella wirthi. Spole¢né
s zabami je odchytavali pfi sani a detekovali u nich pozitivni infekci trypanosomami. Sice se jim
nepodafilo infikovat zaby stadii trypanosom zhmyzu, ale vzhledem k nocni synchronizaci
parazitémie v periferni krvi a vyskytu C. wirthi, jejich pozorovanému sani na zabach a vyskytu
parazitii ve stieve, se zda rod Corethrella nejpravdépodobnéj$im pienaseCem. Mnohonasobné vyssi
parazitémii T. fungarae u samct Zab nez u samic zaznamenali také Bernal & Pinto (2016) u hvizdalky
(Engystomops pustulosus) na Panam¢. Vysvétleni je prosté — vokalizujici samec lakajici samice

v obdobi pafeni laka zaroven samice rodu Corethrella (Bernal et al., 2006; Aihara et al., 2016).

8 Ditve Phlebotomus vexator occidentis
° Diive Bufo boreas halophilus
10 Dtive Hyla cinerea



2.4 Zivotni cyklus trypanosom obojzivelnikt

V obojzivelnicich a jejich vektorech se vyskytuji rizné morfologické typy trypanosom (viz Obrazek

3).
- h
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Obrazek 3: Nejcastejsi morfologicka stadia trypanosomatid: A — promastigot, B — opisthomastigot,
C — amastigot, D — epimastigot, E — trypomastigot, F — choanomastigot, G — sféromastigot (podle
Lopes et al., 2010, upraveno).

2.4.1 Vyvoj v obratlovcich

V obratlov¢im hostiteli se trypanosomy pravdépodobné vyskytuji hlavné ve formé trypomastigotu.
Po sani nakazeného prenaseCe se metacyklicka stadia pfeménuji na Siroké bunky s velmi dobie
vyvinutou undulujici membranou. Tyto formy nasledné¢ nahrazuji StihlejSi trypomastigoti
(Martin & Desser, 1991a), u kterych bylo u skokant (Pelophylax esculentus a P. ridibundus)
pozorovéno, ze se ménili zpatky do podoby Siroké (Hysek & Zizka, 1988). V krvi hostitelti byli
v nékterych piipadech detekovani také epimastigoti a sféromastigoti (Reilly & Woo, 1982¢; Hysek
& Zizka, 1988).

Mnozeni trypanosom se neomezuje pouze na krev. DéElici se stadia byla nalezena také
v jatrech (Reilly & Woo, 1982¢). Mohou se ale vyjimecné vyskytovat také v srdci, ledvinach nebo

rovnéz ve slezin¢ (Fantham et al., 1942; Southworth et al., 1968; Lemos et al., 2013).

Vyskyt alespon nékterych trypanosom v organech nebo periferni krvi je ovliviiovan denni
fotoperiodou. Paraziti migruji ve dne do periferni krve, v noci zase do organi (ledvin) (Southworth
et al., 1968). Tento denni cyklus ovliviiuje také teplota nebo zvySeny metabolismus. Pii vysSich
teplotach (maximalné 26 °C) a vysSich davkach adrenalinu byl pozorovan naridst parazitémie

(Bardsley & Harmsen, 1969, 1970). Autofi zminuji, Ze vySsi teplota ziskana béhem zahtivani na sousi

10



zpusobuje efektivnéjs$i pfenos trypanosom hlavné na hmyz, protoze je vétsi pravdépodobnost
kontaktu stémito druhy pfenaSecd nez s pijavicemi (Bardsley & Harmsen, 1969). Nicméné
u rosnicky (Dryoptes cinereus) byla parazitémie nejveétsi az po setméni. V tu stejnou dobu se zacaly
objevovat samice vektora zabich trypanosom, Corethrella wirthi, u prehravace s nahranou zabi
vokalizaci (Johnson et al., 1993). U trypanosom obojzivelnikil se vyskytuje také rocni periodicita.
Prevalence spolecné s parazitémii trypanosom v periferni krvi se na jafe postupné zvysuje a v cervhu
dosahuje vrcholu (Bardsley & Harmsen, 1969; Johnson et al., 1993; Bartlett-Healy et al., 2009). Poté
klesa (Bartlett-Healy et al., 2009) nebo zistava na vrcholu az do podzimu (Johnson et al., 1993).
Denni a sezénni periodicita ukazuje, Ze trypanosomy se v periferni krvi vyskytuji v souladu

s aktivitou piislusného prenasece.

2.4.2 Vyvoj v prenasecich

Vyvoj v pijavicich probiha u vSech testovanych druhlt podobné. Pocatecni stadia trypomastigotii se
méni na kulatéjsi sféromastigoty, pozd¢jsi formy pak predstavuji epimastigoty a nasledné
metacyklické trypomastigoty, které jsou infekcéni pro obratlovciho hostitele (Barrow, 1953; Woo,
1969a; Reilly & Woo, 1982a; Woo & Bogart, 1986). Vyvijejici se stadia se vyskytuji hlavné ve stteve
pijavic a jeho vybézcich, v nékterych piipadech i v proboscis (Barrow, 1953; Martin & Desser,
1991a) a vyjimecné ve slinnych zlazadch (Lehmann, 1952). Délka celého cyklu zavisi na mnozstvi
potravy. Metacyklické trypanosomy se zacinaji tvofit az po Uplném straveni potravy a rychleji pii
vyssi teploté (Barrow, 1953). U velkych jedinct se proto vyskytovaly trypanosomy ve stadiu
epimastigota az po dobu Sesti mésict, dokud nebyla potrava zcela strdvena (Martin & Desser, 1991a).
Pfenos trypanosom z obojzivelnika na pijavice probiha nejen pii sani (Barrow, 1953;
Martin & Desser, 1991a), ale také pfi kanibalismu jedné pijavice druhou nebo pii hromadném séani
pijavic na jednom jedinci. Infikované stars$i pijavice spolecné se svymi potomKy saji na hostitelovi,
ktery se nakazi, pfi¢emz infekci nasledné ziskavaji i mladé pijavice, které zustavaji prisaté po dobu
nékolika dni i tydnt (Barrow, 1953).

Kromé vyse zminénych stadii u pijavic byli u komart i flebotomi (Lutzomyia vexator, Culex
territans) pozorovani amastigoti (Anderson & Ayala, 1968; Ayala, 1971; Desser et al., 1973)
i promastigoti (Anderson & Ayala, 1968). Pocatecni stadia vyskytujici se hlavné v midgutu migruji
do hindgutu (viz Obrazek 4), kde se trypanosomy vyskytuji po plném straveni nasaté krve. Desser
et al. (1973) ve sttevé komara nepozorovali Zadné metacyklické (trypomastigotni) formy a domnivaji
se, ze infekénim stddiem by mohl byt epimastigot. Neni sice jisté, jak se presné trypanosomy
obojzivelnikti prenaSeji u hmyzich vektort, ale existuje nékolik moznych mechanismti. Transport
muze byt uskute¢nén skrz sliny pii samotném sani, prostfednictvim pozieni vektora Zabou nebo
z trusu do rany hostitele ¢i pies samotnou kizi (Borkent, 2008). Pfenos miize byt také uskuteénén

regurgitaci, jak je predpokladano naptiklad u ptacich druhd trypanosom (Volf et al., 2004).
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Obrazek 4: Schéma traviciho traktu komdra (podle Foster & Walker, 2019, upraveno).

2.5 Fylogenetické postaveni trypanosom obojzivelnik

Taxonomie trypanosom obojzivelnikd byla v minulosti zaloZend hlavné na morfologickych znacich
s ptihlédnutim k hostitelské specifité a geografii. Molekularnich studii bylo velmi malo (Martin et al.,
1992; Clark et al., 1995; Maslov et al., 1996). To vedlo k chaosu pii popisovani novych druhd, a to
kvali jiz zminéné vysoké mife polymorfismu a pleomorfismu (viz kapitola: 2.2 Morfologie
trypanosom obojzivelnikli ). Od doby, co se zohledinuji molekularni studie, je popis na druhové arovni
mnohem relevantné€jsi. Nové molekuldrni studie totiz ukazuji, ze v nékterych piipadech morfologicky
podobné druhy jsou fylogeneticky velmi vzdalené (Ferreira et al., 2007b; Bernal & Pinto, 2016; Isaak-
Delgado et al., 2020).

V poslednich dvaceti letech molekuldrni studie pfibyvaji zvySenym tempem a fylogeneticky
strom se rozrustd o dal$i izolaty a druhy. Trypanosomy z obojzivelnikll jsou fazeny spolecné
s trypanosomami z ryb, zelv a ptakopyska do tzv. “Aquatic clade®, coZ podporuje hypotézu koevoluce
téchto trypanosom s jejich vodnim prenaie¢em — pijavicemi (Spodareva et al., 2018). Zabi
trypanosomy (spole¢né s trypanosomou izolovanou z chameleona) stoji pomérné oddélené od
trypanosom ryb. Razni autofi popisuji fylogenetické seskupeni jednotlivych Zabich trypanosom
rozdilné. Ferreira et al. (2007b, 2008, 2015) nazyvaji jednotlivé klady An01 az An06, Bernal & Pinto
(2016) zase Frog 1 az Frog 4. Nicmén¢ Spodareva et al. (2018) ve své analyze seskupuji oba
predchozi typy molekularniho ¢lenéni Zabich trypanosom, jak ukazuje Obrazek 5. Néekteré studie
prezentuji trypanosomy z obojzivelniki jako monofyletickou skupinu a seskupeni jejich kladu

popisuji jako “Anura clade* (Ferreira et al., 2007b, 2008, 2015; Attias et al., 2016), jiné zase jako
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parafyletickou skupinu spole¢né s rybimi trypanosomami (Bernal & Pinto, 2016; Spodareva et al.,

2018).

Martin et al. (2002) ve své dobé zaradili vSechny izolaty zabich trypanosom z Afriky,
zEvropy a zKanady do monofyletické skupiny, avSak sekvence 7. chattoni (izolat ze
severoamerického skokana Lithobates pipiens'') byla sesterska v§em ostatnim Zabim trypanosomam
a naleZela mezi trypanosomy ryb. Nicmén¢ ve fylogenetické studii vyuzivajici vétsi soubor rybich
trypanosom jiz 7. chattoni nalezela do monofyla mezi ostatni Zabi trypanosomy, k nim vSak byla
sesterska (Gibson et al., 2005). K T. chattoni jako sestersky taxon byla pozdéji pfifazena také
T. tungarae z Panamy (Bernal & Pinto, 2016). Pozici sesterské skupiny vSech nezabich trypanosom
zaujala nakonec 7. loricatum (z evropskych zelenych skokantl). Vzhledem k tomuto fylogenetickému
postaveni autoii (Spodareva et al., 2018) tvrdi, Ze trypanosomy z obojzivelnikli jsou primarnimi
hostiteli a jsou piedci trypanosom z ryb (viz Obrazek 5). Tato studie je také prvni a jedinou studii

zabyvajici se trypanosomami na molekularni urovni v Evropé.

Molekularni studie také prispély k feseni nejasnosti ohledné popisu 7. rotatorium. Jak jiz bylo
feceno, T. rotatorium byla poprvé popsana v Evropé (Mayer, 1843), ale toto jméno se spojuje s Zabimi
trypanosomami po celém svété (viz kapitola: 2.2 Morfologie trypanosom obojzivelnikii ). Prvni
molekularn€ popsana 7. rotatorium ma pivod v Kanadé a USA (Clark et al., 1995; Lun & Desser,
1996). Nicméné izolat T. rotatorium z Evropy je molekularn€ i morfologicky rozdilny od dvou vyse
zminénych izolatt (B2-1 a B2-I1, viz Obrazek 5) ze Severni Ameriky (Barta et al., 1989; Spodareva
et al., 2018), a vzhledem k tomu, Ze popis 7. rotatorium pochazi z Evropy, je ziejmé, ze izolaty
z Nového svéta nalezi novému, dosud nepopsanému druhy Zabich trypanosom. K podobné situaci
doslo i u 7. ranarum, pivodné popsané také v Evropé (Lankester, 1871). Izolaty z USA a Evropy
jsou morfologicky rozdilné, nicméné fylogeneticky ptfibuzné (viz Obrazek 5) (Spodareva et al.,
2018), avsak situace muze byt ponékud komplikovana i tim, ze sekvence americké 7. ranarum

(AF119810) je velmi nekvalitni.

Trypanosoma fallisi je hostitelsky specifickéd u ¢eledi Bufonidae a Hylidae (Martin & Desser,
1991b), nicméné je fylogeneticky piibuzna k 7. ranarum z eledi Ranidae (Diamond, 1965). To
poukazuje na mozny hostitelsky ptfechod ze skokanli na ropuchy ¢i naopak (Martin et al., 2002;
Ferreira et al, 2008). K tomuto pfechodu mezi hostiteli dochazi pravdépodobné v disledku
opakovaného ptenosu z pienasece do nové skupiny obratlovcich hostiteld a naslednému piizptisobeni
se. Nasledn¢ muze dojit k pfechodu na jiné typy pfenaseci. Tento scénaf naznacuji napt. piibuzné
izolaty trypanosom z flebotomt z Jizni Ameriky tvofici jeden klad (Ferreira et al., 2015). Autofi
zvazuji, Ze evolucni vzorec trypanosom z zab s vektory mize souviset, tedy izolaty ze stejnych
pfenaseci mohou byt piibuzné. Fylogenetické zatazeni sekvence 7. therezieni z chameleona

z Madagaskaru mezi izolaty Zzabich trypanosom hypotézu prechodu mezi hostiteli potvrzuje

" Diive Rana pipiens
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(viz Obrazek 5), stejné tak jako recentni nalez trypanosom u gekonti a flebotomtl v jihovychodni Asii,
coz naznacuje, Ze skrz vektora miize trypanosoma infikovat jak obojzivelniky, tak plazy (Kato et al.,

2010; Srisuton et al., 2019; Toontong et al., 2022).
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Obrazek 5: Fylogeneticky strom trypanosom obojZivelnikii a ryb ndleZici do tzv. “Aquatic clade*
(Spodareva et al., 2018).
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2.6 Zeleni skokani rodu Pelophylax

Tato diplomova prace se zaméfuje na trypanosomy vyskytujici se v zelenych vodnich skokanech.
Tato skupina skokant patfici do celedi skokanovitych (Ranidae) nesla dfive oznaceni Rana. Tento
nazev zustal platny pro suchozemské hnédé skokany, naopak vodni skokani byli pietazeni do rodu
Pelophylax (Zwach, 2009), ktery se vyskytuje hlavné ve Starém svété (www.gbif.org). Rod
Pelophylax zahrnuje 22 druhti a 3 hybridy (Jablonski et al., 2021). Hybridi neboli kleptoni nejsou
plnohodnotnymi druhy a vznikaji kfizenim dvou rodi¢ovskych druhii. V Cesku se vyskytuji dva
plnohodnotné druhy: skokan skiehotavy (Pelophylax ridibundus) a skokan kratkonohy (Pelophylax
lessonae) a jejich hybrid, skokan zeleny (Pelophylax esculentus) (Choleva, 2005). Mnohem vé&tsi
diverzita skokanti rodu Pelophylax, a to vCetné n€kolika endemickych druhti, se nachdzi na jihu
Evropy, vcetné Balkanského poloostrova. Pro jihozdpadni ¢ast tohoto poloostrova jsou typické tfi
endemické druhy: skokan albansky (P. shgipericus), skokan balkansky (P. kurtmuelleri) a skokan
epeirosky (P. epeiroticus) (Papezik et al., 2021). Nicméné v ruznych castech Evropy je
zdokumentovana introdukce nékterych druhti mimo ptvodni areal jejich vyskytu. Napftiklad pro
puvodné balkansky druh P. kurtmuelleri je zaznamenana introdukce a vyskyt stabilnich populaci ve
Svycarsku, Italii a Polsku (Dubey et al., 2014; Kolenda et al., 2017; Bisconti et al., 2019), pro
P. shgipericus v Italii (Domeneghetti ef al., 2013) atd.

U skokant rodu Pelophylax bylo popsano mnoho paraziti od mnohobunéénych helmintt
(zahrnujici mj. zastupce Monogenea, Trematoda, Acanthocephala a Nematoda) az po jednobunécné
prvoky. Souhrnna prace o parazitofauné Ceska a Slovenska (Vojtkova, 1982) ukazuje, Ze ze viech
nasSich druhti obojzivelnikl je konkrétné skokan zeleny (Pelophylax esculentus) zabou s nejbohatsi
parazitofaunou. Vysoka prevalence rliznymi parazity souvisi pfedevsim se zplisobem Zivota téchto
skokanti. A to nejen kvili tomu, Ze oproti jinym druhiim zab travi vétSinu vegetacniho obdobi pfimo
ve vode, kde je Castéjsi styk s mezihostiteli motolic, tasemnic, hlistic a vrtejst, ale mize to byt
disledek jejich Sirokého potravniho spektra bezobratlych i pfitomnosti kanibalismu (Vojtkova, 1982).
Ve vodé se navic vyskytuji pijavice, pienaseCi celé ftady jednobunécnych prvoki

(Bardsley & Harmsen, 1973; Rajabi et al., 2017).
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3 Material a metodika

3.1 Sbér a puvod vzorkl

Pro posouzeni prevalence, diverzity, hostitelské a geografické specifity zabich trypanosom v tak
rozsahlém uzemi jako je stfedni Evropa a Balkansky poloostrov byly krevni vzorky skokanti
ziskavany z riznych zdrojl. Nejvétsi ¢ast byla zasilana od Petera Mikulicka a Daniela Jablonského
z Univerzity Komenského v Bratislavé. Dali vzorky byly ziskany pfi pitvach skokant v Ustavu
Zivotisné fyziologie a genetiky AV CR v Libéchové pod vedenim Lukase Cholevy. Krev byla ze
skokant také odebirana na terénnich exkurzich zajisténych Andrei D. Mihalca (Faculty of Veterinary
Medicine, University of Agricultural Sciences and Veterinary Medicine Cluj-Napoca) v Rumunské
Dunajské delté (Chilia Veche) a Katedrou parazitologie PfF UK na terénni stanici Ruda (Veseli nad
Luznici) v jiznich Cechach. Poslednim dodavatelem byl Vojtéch Balaz z Veterinarni univerzity Brno.
Vsichni zminéni méli na odchyt a manipulaci skokan fddnd povoleni v ramci svych projektt
a vyzkumt.

V Sestnacti pripadech u skokanti byly misto krve ziskany rizné tkané, a to tehdy, kdy bylo
odebrané krve malo, pii pitvé diive uhynulych skokanl nebo za ucelem pro potvrzeni infekce ve
vnitfnich organech. Jaterni tkan byla vypitvana v Libéchové nebo ziskana z Brnénského pracovisté
v podobé izolované DNA zjater. Rovnéz zde byla vypitvana srde¢ni tkan z né€kolika skokanti

uchovanych nékolik let v zamrazeném stavu.

Vzorky byly zpracovavany v letech 2019-2021 v laboratofi v dobé&, kdy byly ziskany. Sama
jsem se Ucastnila celkem 51 pitev skokand v Libéchové€, na terénni stanici Ruda a v Brné. Odbéru
krve z zivych skokand jsem se ucastnila u 32 jedincti na Slovensku a na terénni stanici Ruda.

Pocet a forma ziskanych vzorkd spole¢né s ptivodem zab, rokem odbéru a zpracovani jsou
shrnuty v tabulce (viz Tabulka 1). VSechny staty, které predstavuji pivod zab, jsou znazornény na

obrazku (viz Obrazek 6).

Tabulka 1: Seznam vSech ziskanych vzorkii zelenych skokanu (rod Pelophylax).

N 0 -5
dodavatel/akce ustay > | tkan formzt PEVOd, . 2 = 3
bt vzorku obojzivelniki = &
>
2 g &
Katedra Albanie,
Mgr Peter | , “O008 | 373 | keev lih uharsko,
Mikulicek, PhD., “mfal‘zvftaec a eKa r° & 1 2013- | 2019-
Mgr. Daniel peutta yPr, 2021 | 2021
Jablonski. PhD Univerzity izolovana Ruvmunsko,
’ ’ Komenskéhov | 473 - DNA Recko,
Bratislave Slovensko
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Obrazek 6: Mapa piivodu vsech odebranych skokanii (© Jiri Vodacek, upraveno).
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Jak jiz bylo uvedeno, v Libéchové probihaly pitvy skokani ve spolupraci s RNDr. Lukasem
Cholevou, PhD. Skokani byli po dovozu z riznych zemi Evropy (viz Tabulka 1) uchovavani ve
velkych kadich, kde se spolec¢né vyskytovali také s larvami komard (Gstni sdéleni). Pro vylouceni
mozného pfenosu trypanosom prostfednictvim komard v tamnim prostiedi bylo testovano Sest
skokand odchovanych pfimo v Libéchovskych nadrzich. Vsichni byli negativni. Tito skokani nejsou

zapocitavany do celkového poctu skokani a slouzili jako kontrola.

3.2 Odbér krve skokaniim

Vétsina vzorkli mi byla dodana, ale osobné jsem méla moznost se podilet na nékterych krevnich
odbérech skokanti. V letech 2020-2021 jsem se Ucastnila vétSiny pitev v Libéchové€, kde jsem krev
ziskavala inzulinovou stfikackou ze zatylku Cerstvé zabitych skokanti. Pro moznost pozorovani
morfologickych forem byla kapka odebrané krve ihned rozetfena na podlozni sklicko (2-3 kusy).
Dalsi kapka byla pfidana do fyziologického roztoku na dal$i podlozni sklicko, které slouzilo
k pozorovani zivych stadii trypanosom. Cést krve byla pienesena do sklenéné lahvicky s gumovym
uzavérem a s kultivaénim médiem a zbytek krve byl vlozen do pfedem piipravenych 1,5 ml zkumavek
s ethylendiamintetraoctovou kyselinou (EDTA) a dodecylsiranem sodnym (SDS). S krvi se muselo
pracovat rychle, a to kvili rychlé srazlivosti Zabi krve. Stejny postup se opakoval pii terénnim kurzu

na Rudé v roce 2021.

Odbéru krve ze zivych skokanil jsem se ucastnila v roce 2021 na Slovensku u Velkolélského
ostrova na Dunaji s Peterem Mikulickem. Skokani byli odchyceni vecer po setméni diky mensi
plachosti pomoci rukou. Pfes noc byli uchovani ve velkych nadobéach s vodou a az druhy den jim byla
odebrana krev. Inzulinovou stfikackou byla opatrné nabodnuta céva pod okem, vytékajici krev byla
nasledn€ nabirana jehlou (viz Obrazek 7). Kapka krve byla ihned rozetfena na sklicko, ¢ast krve byla
vlozena do sklenénych lahvicek s médiem pro kultivaci a zbytek krve byl vlozen do 1,5 ml zkumavky
naplnéné lihem. Skokani byli po n€kolikahodinovém zotaveni vypusténi zpatky na misto odchytu.
Krev zzivych skokant byla sbirdna také na Rudé stejného roku srozdilem uchovani krve

v SDS/EDTA.

Obrazek 7: Metoda odbéru krve z Zivych zZab. Inzulinovou strikackou je nabodnuta tkan pod okem
(A), nasledné je vytékajici krev sbirana (v nasem pripade jehlou) (B) (podle Forzan et al., 2012).
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3.3 Molekularni detekce trypanosom z tkani a krve

3.3.1 I1zolace DNA

Izolace DNA se castecné liSila u vzorkil krve uchovanych v lihu, v SDS/EDTA, z kultivaci nebo
z tkani. V prvnim ptipad¢ musel byt lih dikladn€ odstranén. Po centrifugaci (1 min/ 8000 RPM) byl
lih nejdtive slit, po druhé centrifugaci pipetou opatrné odebran. Oteviené zkumavky s krvi se nasledné
inkubovaly v termobloku vyhtatém na 37 °C, kde zlstaly nékolik minut, dokud se zbyly alkohol zcela
nevypatfil. Krev byla poté rozpusténa v 200 pl fyziologického roztoku. Dalsi postup se shodoval
s protokolem pro DNeasy Blood & Tissue Kit od QIAGEN, podle kterého probihala extrakce DNA i
u vzorkl krve uloZzenych v SDS/EDTA a u bun¢k z kultivaci. Tkan¢ byly zpracovavany podle
protokolu (stejného kitu) na zpracovani tkani, ktery se lisil hlavné v delsi inkubaci kvtli dostatecné
lyzi tkané.

V piipad€ velmi malého mnozstvi krve byl pouzit QIAamp DNA Mini Kit (rovnéz od
QIAGEN), pro jeho lepsi citlivost.

U vsech vzorkt byla DNA eluovana do 80 pl smési elu¢niho roztoku a vody v poméru 1:4
(a to proto, aby bylo mozné do PCR reakce pridavat vétsi objem) a nasledné uchovana pii teploté

—20 °C pro dalsi pouziti.

3.3.2 Testovani PCR premixt

Pro urceni nejvhodnéjsi a nejcitlivéjsi metody pro plosné testovani krevnich a tkanovych vzorkd na
pfitomnost trypanosom byly testovany ctyfi druhy PCR premixd: Top-Bio PPP Master Mix,
KAPA2G Robust HotStart® PCR Kit, PrimeSTAR MAX Premix a EmeraldAmp GT PCR Master
Mix.

V Sesti pripadech po negativnich vysledcich s Emerald a TOP BIO, vysly 2 vzorky pozitivni
s PrimeStar MAX, ktery se ukazal i v nasledujicich experimentech jako nejcitlivéjsi. KAPA byl
testovan u 5 vzorku, které byly dfive detekované jako pozitivni s Emeraldem, nicméné pozitivné vysel
pouze jeden, proto byl tento premix vyloucen. Pro ukazani rozdilti mezi TOP BIO a Emerald bylo
otestovano 35 vzorkil. 5 znich bylo negativnich v obou ptipadech, nicméné ve 3 pripadech byly
vzorky pozitivni pouze s premixem Emerald. Bylo proto rozhodnuto, ze pro ptipravu PCR bude
pouzit EmeraldAmp GT PCR Master Mix a u negativnich vzorkli bude proces zopakovan
s PrimeSTAR Max Premix, ktery byl ovéfen jako citlivejsi s lepsi detekei i pfi velmi malém mnozstvi
cilové DNA (nicméné je vyrazn¢ drazsi, a proto nebyl pouzivan plos$né u vSech vzorkll). V ramci
vSech testovanych vzorki bylo zjisténo, Ze z celkem 352 negativnich vzorkd s premixem Emerald

bylo v nasledném opakovani 68 (tedy pfiblizn¢ jedna pétina) pozitivnich s premixem PrimeStar.
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3.3.3 PCR detekce trypanosom

Izolovana celkova DNA byla nésledné pouZzita pro amplifikaci genu malé ribozomalni podjednotky
(SSU; 18S rRNA). U krevnich a tkanovych vzorki prostfednictvim dvoukrokové (nested) PCR
metody, u které se zvySuje Sance na detekei i velmi malého mnozstvi parazitarni DNA. Trypanosomy
obojzivelnikl se v krvi vyskytuji v malych koncentracich a zpracovavana krev ptedstavuje €asto jen
malé objemy. U kazdého setu reakci byla pouzita negativni i pozitivni kontrola, kterou pfedstavovala

DNA sav¢i trypanosomy.

3.3.3.1 Konvenéni PCR

Pro 1. krok PCR byly pouzity primery S762 (GACTTTTGCTTCCTCTADTG) a S763
(CATATGCTTGTTTCAAGGAC) s koncentraci 10 uM. Mnozstvi a slozeni amplifikac¢ni smési jsou
shrnuty v tabulce (viz Tabulka 2) a délka jednotlivych cyklt v cycleru v tabulce (viz Tabulka 3). Tato
PCR byla vyuzita i uizolaci z kultur, nicméné bez nasledné nested PCR. Tato jednokrokova PCR

byla v tomto ptfipade dostacujici vzhledem k velkému mnozstvi bunek v kulturach.

Tabulka 2: Amplifikacni smés pro 1. krok PCR.

slozka mnoZzstvi
master mix 6 ul
PCR H,O 4,5 ul
primer mix S762 + S763 0,5 ul
DNA 1 ul

Tabulka 3: Cyklus 1. kroku PCR v termocycleru.

teplota doba trvani (min) pocet opakovani
95 °C 3:00 1x

95 °C 0:30

55°C 0:30 35x

72 °C 2:00

72 °C 3:00 1x

12 °C o0 1x

3.3.3.2 Nested PCR
Produkt 1. PCR byl vyuzit pro nested PCR, pii které byly pouzity vnitini primery: TRnSSU-F2
(GARTCTGCGCATGGCTCATTACATCAGA) a TRnSSU-R2 (CRCAGTTTGATGAGCT-
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GCGCCT), s koncentraci 10 uM. Poméry amplifika¢ni smési jsou shrnuty v tabulce (viz Tabulka 4)
a délka jednotlivych cyklta v termocycleru v tabulce (viz Tabulka 5).

Tabulka 4: Amplifikacni smés pro nested PCR.

slozka mnozstvi
master mix 10 pl
PCR H,O 8 ul
primer mix TRnSSU-F2 + TRnSSU-R2 1 ul
DNA z 1. PCR 1l

Tabulka 5: Cyklus nested PCR v termocycleru.

teplota doba trvani (min) pocet opakovani
95 °C 3:00 1x

95 °C 0:30

63 °C 0:30 34x

72 °C 1:50

72 °C 5:00 1x

12 °C 0 1x

3.3.4 Elektroforéza

Produkt nested PCR byl déale vyuzit na vizualizaci trypanosomové DNA metodou gelové
elektroforézy. Gel byl ptipravovan vzdy 1%, tedy piislusné mnozstvi agardzy bylo rozpusténo v TAE
pufru. Po rozehtati takto pfipravené smési v mikrovinné troubé do ni bylo pfidano barvivo SYBR
Green (0,1 %), které se vaze na DNA a tim ji zviditeliiuje pod UV svétlem. Smes byla nalita do
pripravené vany s hiebenem tvoficim dostate¢ny pocet jamek. Po vychladnuti gelu bylo do téchto
jamek naneseno vzdy 10 ul nested PCR, negativni i pozitivni kontrola. Stejné mnozstvi pfedstavoval
i DNA Ladder (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder), ktery slouzil nasledné pro porovnani velikosti
DNA fragmentl. Po ukonceni elektroforézy bylo nutné zviditelnit pfitomné useky pod UV svétlem.
Pozitivni vzorky byly zaznamenany a uchovany pro pozd¢€jsi pouziti. U vzorki s PrimeSTAR Max
Premix bylo nutné pred nanasSenim do jamek smichat 10 pl PCR produktu se 2 pul 6x DNA Loading
Dye.

3.4 Sekvenace pozitivnich vzorki

Pted sekvenaci pozitivnich vzorki bylo nutné PCR produkt ptecistit enzymem EXO-SAP. Na ledu
bylo smichano 5 pl nested PCR s 1 pl enzymu. Smés byla stocena a vlozena do PCR termocycleru

(cyklus: 37 °C 8 minut, 80 °C 2 minuty, 4 °C). Do novych zkumavek bylo k 1,5 ul pte¢isténého PCR
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produktu pfidano 1 pl primeru 1000R s koncentraci 10 uM a 5,5 ul vody. V ptipadé slabsiho prouzku
PCR produktu na gelu bylo do smési zvySeno jeho mnozstvi na 2,5 ul. Takto pfipravené vzorky byly

poslany do Laboratotfe sekvenace DNA v Biocevu.

Vysledné sekvence byly nasledné zpracovany v programu Geneious Prime® 2020.2.4.
Sekvence jednotlivych vzorkti byly vzajemné porovnany a unikatni sekvence byly nasledné
porovnany prostfednictvim algoritmu BLAST s databazi NCBI. Jednotlivé druhy trypanosom ve
smésnych (mix) infekcich byly rozliSovany manuélnim odecitanim barevné rozliSenych “peakii* na

chromatogramu v ptipad¢, kdy ptislusna pozice obsahovala vice jak jeden nukleotid (viz Obrazek 8).

1. MIK-3216_5SU gr... A C G

2, typD_Romania-20... A C G C G T ©& A A G C GN C Em C & G G A C c C NN T N

Jyp¥ibPelophyla.. A € G € G T G A WMGH C NGY C HEM C C C NGY G NN C NGUEEE T 7

Obrazek 8: Usek genu SSU rRNA vzorku smésné infekce ze skokana (vzorek MIK-3216) v programu
Geneious. Jednotlivé “peaky‘ barevné znazornuji konkrétni nukleotidy, které se v kazdé pozici
vyskytuji. Podle techto “peakit* Ize snadno urcit konkrétni druhy. Na 2. a 3. radku jsou znazornény
pozice nukleotidii jiz detekovanych druhit ve stejném useku genu, vtomto pripadé typ D
(Trypanosoma sp. “nautilus*) a typ Y1b (Trypanosoma rotatorium,).

Vybrané vzorky s unikatnimi sekvencemi (ovSem pouze v piipadé jednodruhovych infekci)
byly déle zpracovany tak, aby byla ziskana sekvence celé (resp. podstatné ¢asti) SSU, a to s vyuzitim
primera 577R, 577F, 1000F, 1510R, 1510F (viz Tabulka 6).

Tabulka 6: Sekvence primerii male ribozomalni podjednotky (SSU rRNA).

primer sekvence
577R ACCGCGGGTGCTGGC
577F GCCAGCACCCGCGGT
1000R ATGCCTTCGCTGTAGTTCGTCT
1000F AGACGAACTACAGCGAAGGCAT
1510R CAGCRTCACAGACCTG
1510F CAGGTCTGTGAYGCTG

3.5 Tvorba fylogenetického stromu

Pro fylogenetickou analyzu byly z databaze GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) a silva

(https://www.arb-silva.de/) stazeny vSechny relevantni SSU rRNA sekvence nalezici do “Aquatic
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clade®, které byly doplnény o reprezentativni vybér trypanosom z terestrickych hostiteld tak, aby byly
zastoupeny vSechny skupiny a podrody, jak jsou definovany v Kostygov et al. (2021). Dale bylo
pouzito celkem 13 jedinecnych sekvenci zZabich trypanosom ziskanych b€hem této prace. Jako
outgroup (ktery ale neni zobrazen na grafickém vystupu analyz) byla zvolena sekvence
Paratrypanosoma confusum kvili jejimu bazdlnimu postaveni vici vSem zastupcim skupiny
Trypanosomatida (v€etné rodu Trypanosoma). Jednotlivé sekvence (celkem 127) byly srovnany
pomoci MUSCLE 3.8.425 v programu Geneious. Vysledny alignment byl manualné zkontrolovan
a zkracen na délku 2750 nukleotidi. Pro tvorbu fylogenetického stromu vytvoreného na zakladé
sekvenci témét kompletni SSU rRNA byly vyuzity tfi rizné vypocetni metody (ve formeé modult
programu Geneious). Zakladni topologie stromu vychazi z maximum likelihood metody (ML;
PhyML 3.3.20180214; GTR), ale byly vytvofeny také dal$i dva stromy pomoci Bayesovské
(MrBayes 3.2.6; GTR, invgamma, 4 kategorie) a maximum parsimony (PAUP 4.0a) metody, které

byly nasledné porovnany s ML stromem.

Exportovana grafickd podoba ML fylogenetického stromu byla nasledné zpracovavana

v programu Adobe Illustrator a vysledny vzhled byl jesté upraven v programu Microsoft PowerPoint.

3.6 Kultivace trypanosom

Jak bylo uvedeno vyse, pfi terénnim odbéru vzorkt byla ¢ast krve inokulovana do kultivacniho média
ve sklenéné 5 ml lahvicce uzaviené gumovym uzavérem (viz Obrézek 9). V laboratofi byly kultury
kontrolovany po cca 2 tydny a v pfipadé vyskytu trypanosom byla ¢ast média s trypanosomami
pfenesena do kultivacnich lahvi flat-tubes, dale byly inkubovany pii 23 °C a kontrolovany
a preoCkovavany po 5-7 dnech do nového média a oznaceny o Cislo vétsi pasazi, kterd byla vzdy
zaznamenana. Objem média v kazdé¢ kultiva¢ni zkumavce byl cca 2 ml. S kulturami se pracovalo

vzdy ve sterilnim prostiedi.

Obrazek 9: Kultivacni lahvicky pouzivané pro kultivace v terénu. Na obrazku je kultivacni lahvicka
pouze s tuhou slozkou, tekuta slozka média byla pridana pred odeéry (foto: autorka).
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3.6.1 Kultivacni médium

Médium pro kultivaci trypanosom, které bylo pouzito u vSech vzorkd a ve vSech néadobach,
obsahovalo tuhou slozku ve formé krevniho agaru (20 % krali¢i ¢i berani krve) a tekutou slozku
obsahujici mix n€kolika médii a dalSich komponent, které jsou zaznamenany v tabulce (viz Tabulka

7).

Tabulka 7: Slozky tekutého média zndazornéné v mnozstvi 40 ml 3 hlavnich slozek.

. . RPMI-1640 . Schneider’s fetalni | ibiotikum
médium/slozka . Medium 199 Insect bovinni o
Medium . . (amikacinum)
Medium sérum
mnozstvi (pomér) 20 ml (2) 10 ml (1) 10 ml (1) 5 ml (0,5) 10 ul

3.6.2 Kryoprezervace

Vsechny dostatecné narostlé kultury byly kryoprezervovany za ucelem dal§iho pouziti pfi
experimentalnich infekcich. Do kultivacni lahve k ptipravené kultufe byl pfidan dimethylsulfoxid
(DMSO) do vysledné koncentrace 5—10 %. Nasledn€ bylo celé mnozstvi rozdéleno do 3—4 popsanych
kryozkumavek po cca 0,5 ml s prislusSnym oznacenim vzorku, pasazi a datem. Takto pfipravené
kryozkumavky byly vlozeny do zamrazovaci nadoby s isopropanolem do —80 °C a nasledujici den

byly pfemistény do tekutého dusiku.

Pfi potiebé byly kultury rozmrazeny. Ihned po vyjmuti kryozkumavek z tekutého dusiku
doslo k uvolnéni zavitu, aby se pfipadné pritomny dusik odpatil. Tim se predeslo nebezpeci jejich
prasknuti. Poté byla zkumavka vlozena do teplé vody a vyndana byla hned, jakmile kultura

zkapalnéla. Nekolik kapek rozmrazené kultury bylo pteneseno do flat-tube k 2 ml média.

3.7 Mikroskopie

3.7.1 Svételna mikroskopie

Ptipraveny zaschly krevni roztér na podloznim sklicku byl nejdfive fixovan 5 minut metanolem. Po
dikladném zaschnuti byl obarven roztokem Giemsa-Romanowski fedénym 1:19 destilovanou vodou.
Roztok byl po 20 minutach destilovanou vodou také smyt a osusen ptiloZzenim filtracniho papiru.
Takto pfipravené podlozni sklicko bylo pouzito pro svételny mikroskop s moznosti fotografovani
(kamera DP72). Snimky byly pofizovany pod nejvétsim zvétSenim (1000x) s pouzitim imerzniho

oleje. V programu QuickPHOTO MICRO 3.0 bylo dodéno odpovidajici métitko. Roztéry kultur se
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v pocatku ptipravy lisily. Na podlozni skli¢ko byl nejdiive rozetfen polylysin pro lepsi adhezi bunék
ke sklu, nasledné€ po jeho zaschnuti na ném byla rozetfena promyté kapka kultury ve fyziologickém
roztoku (centrifugace: 1 min/ 2000 RPM). Proces barveni a foceni probihal stejnou metodou jako je

uvedeno u krevniho roztéru.

3.7.2 Elektronova mikroskopie (TEM)

Vzorky pro elektronovou mikroskopii byly pfipravovany z kultur a ze stfev komarti nakazenych
trypanosomami odebranych pfi jejich pitvach. Dobfe narostla kultura trypanosom byla
centrifugovana (1 min/ 2000 RPM) a kultivaéni médium bylo vyménéno za fixani roztok
(2,5% gluteraldehyd v 0,1 M kokadylatovém pufru/PBS). Po 24hodinové inkubaci pti 4 °C byl
fixatni roztok nahrazen roztokem vypiracim (1,35% gluteraldehyd v 0,1 M kokadylatovém
pufru/PBS). Nerozrusené stfevo se silnou infekci bylo rovnou vlozeno do fixa¢niho roztoku.
Nasledujici postup byl shodny jako u bun¢k z kultur. Takto pfipravené trypanosomy ve vypiracim
roztoku byly odevzdany do Laboratoie elektronové mikroskopie PiF UK. Trypanosomy byly
nasledné€ pozorovany transmisnim elektronovym mikroskopem JEOL JEM-1011 a foceny CCD
kamerou Veleta. U jednotlivych druhd probéhlo méteni kinetoplastd, kde vysledné ¢islo namétené

vysky jednoho kinetoplastu uddva hodnotu priméru 3—4 mereni v celé jeho Sifce.

3.8 Experimentalni sani

Pro experimentalni sani byly vyuzity kolonie komart Culex pipiens quinquefasciatus a Culex pipiens
f. molestus dlouhodobé chovanych na Katedie Parazitologie PfF UK a kolonie komart Aedes aegypti

poskytnuté ze Statniho zdravotniho tstavu v Praze.

Nejdiive byla pfipravena berani krev, ktera byla deaktivovana ve vodni lazni 35 minut pfi
teploté 56 °C. Pro experiment byla vzdy pouzita dobfe rostouci kultura pteockovand 5-7 dni pied
samotnym sanim z 2—3 kultiva¢nich lahvi od stejného druhu trypanosomy, které byly nejdiive
zkontrolovany pod inverznim mikroskopem a nasledné smichany do jedné nadoby. Kultura byla
centrifugovana (10 min/ 4100 RPM/ 23 °C), supernatant slit a buiiky byly resuspendovany v 1 ml
fyziologického roztoku. Nasledné bylo 10 ul takto pfipravené kultury nafedéno 990 ul fediciho
roztoku (1% formaldehyd, 0,85 % NaCl). Prostfednictvim Biirkerovy komirky byla spocitana
koncentrace trypanosom, kterd byla nasledné nafedéna fyziologickym roztokem na koncentraci
107 bunék/ml. Poté byly trypanosomy nafedény pfipravenou deaktivovanou berani krvi v poméru

1:10 (kultura: krev) do objemu 3 ml; finalni koncentrace v krvi byla tedy cca 10° bunék/ml.

Na sterilni krmitko byla sterilizovanou pinzetou natazena piipravena kuieci kizicka tak, aby

vnéj$i strana kuzi¢ky odpovidala vnéjsi strané krmitka. Ke krmitku byla upevnéna parafilmem do
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napnuti. Krev s kulturou mohla byt do takto pfipraveného krmitka vloZena plastovou pasteurovou

pipetou (viz Obrazek 10).

Krmitka byla nasledné pfipevnéna na stojan s obéhem vody ohiaté na 37 °C. Komati byli
pripraveni v sitkach na tenkych kovovych konstrukcich a pripevnéni k obéhu minimalné na dveé
hodiny (viz Obrazek 10). Po ukonceni experimentu byla krev vzdy mikroskopicky zkontrolovana,
zda se v ni stale vyskytuji zivé trypanosomy. Nasati komari byli vytfidéni a nésledn¢ umisténi do
termostatu pii 21 °C. V ptipad¢ komarti rodu Culex jim byla do sité pfipravena miska s vodou, ktera
slouzila pro moznost nakladeni vajicek nasatych samic, v pfipadé rodu 4edes jim byl ptipraven vlhky

filtracni papir. Sité byly umistény v plastovém obalu pro udrzeni vlhkosti.

Obrazek 10: Pomiicky pro experimentalni sani: A — radné popsand, pripravena krmitka s natazenou
kizZickou a krvi s kulturou trypanosom, B — kompletni aparatura pro 3 riizné druhy trypanosom nebo
3 rizné druhy komaru (foto: autorka).

3.9 Pitvy komaru

Pitvy komart probihaly vétSinou ve tfech ¢asovych bodech (DPI = days post inoculation/infection,
dnti po sani/infekci): 1 DPI pro kontrolu Gispé$nosti nasati a preziti trypanosom, 3—5 DPI pro kontrolu
namnozeni trypanosom pied defekaci komarti, a po 7-22 DPI pro kontrolu pfeziti a namnoZeni
trypanosom po defekaci komart. Intenzita infekce byla rozdélena na 3 kategorie: slaba (1-100
trypanosom), stiedni (100—-1000), silna (>1000).

Pred pitvou byly samice ze sitky pfeneseny pomoci exhaustoru do lihu, kde byly rychle
usmrceny a neprodlené pomoci pinzety preneseny do fyziologického roztoku. Pitvy probihaly pod
stereomikroskopem v kapce fyziologického roztoku na podloznim sklicku, kde byly po oddéleni
nohou a hlavy vypreparovany slinné zlazy a stfevo. Vse bylo prohliZzeno pod svételnym mikroskopem
s fazovym objektivem (40x), u pozitivnich nalezii bylo zaznamenano misto vyskytu trypanosom,

intenzita infekce a forma trypanosom (rozety/ volné butiky). U silnych infekei byl pfipraven roztér
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na podlozni sklicko (viz kapitola: 3.7.1 Svételnd mikroskopie) a v nékterych ptipadech bylo stievo

pripraveno na elektronovou mikroskopii (viz kapitola: 3.7.2 Elektronova mikroskopie (TEM)).

3.10 Kolonizace komaru Culex territans

Osobné jsem provedla ne€kolik neuspésnych pokust nalézt a odlovit larvy komart Cx. territans.
Nakonec byly larvy téchto komart (tfetiho a ¢tvrtého instaru; 25 jedincit) odloveny pomoci sitka na
svych ptirozenych stanovistich RNDr. Frantiskem Rettichem, CSc. a pfevezeny do laboratoie. Zde
byly pfechovavany v lavorech s odstatou vodou. Larvam jako potrava slouzilo vlockové krmivo pro
akvarijni ryby TetraMin®, a to az do zakukleni. Po vylihnuti byli dospélci chovani v nylonové siti
navlec¢ené na kovovou konstrukei (20 % 20 x 20 cm) za stalych podminek 24-26 °C a 60% vlhkosti.
Trikrat tydné jim byl obménovan 30-50% roztok sachardzy vsédknuty do vaty a navlhcend vata jako
zdroj potravy a tekutin. Usp&§né vylihnutym dosp&lym samicim (8 jedinct) byly nasledng jako zdroj
krve na sani nabidnuty uspané (150 mg/kg xylazinu a 15 mg/kg ketaminu) mysi kmene BALB/c
a bezsrsté mysi kmene SKH1. Samice komari nebyly opakované ochotné sat ani na jednom z mysich
kment ani na lidské ruce, proto jsme piistoupili k pokusu se dvéma druhy Zab: vodni drapatkou
tropickou (Xenopus tropicalis) a suchozemskou rosni¢kou zelenou (Hyla arborea). Zaby byly
znehybnény umisténim do monofylového sacku a v ptipadé drapatky ponechény po celou dobu
¢aste¢né ponotené ve vodeé. Béhem opakovanych pokust se nasaly pouze dve samice, ob¢ na rosnic¢ce
zelené. Ani jedné z nich se vSak nepodafilo uspésné vyklast vajicka do nadoby s odstatou vodou,
ktera jim byla v chovné sit’ce ponechédna, a uhynuly stejné jako zbytek samcl a nenasatych samic.
Veskerych vySe zminénych pokusti jsem se neucastnila osobné a celou praci zajistovala

Mgr. Karolina Volfova, ktera mi k tomu poskytla i veskeré informace.

3.11 Statistické vyhodnoceni

Pro vypocet statistické vyznamnosti rozdili v prevalenci mezi riznymi skupinami zabich trypanosom
byl pouzit chi-kvadrat test (y*), kde byla signifikance nastavena na hladinu p < 0,05. Pro odhad
druhové bohatosti byla vytvorena akumulacni kfivka na zakladé Chao & Chiu (2016). Pro znazornéni
celkového prehledu interakci druhti trypanosom s druhy skokanti byla vytvorena kvantitativni sit’
podle Dormann et al. (2008) s balickem “bipartite”. Pro statistické vyhodnoceni vysek kinetoplastt
jednotlivych druhll trypanosom byla pouzita analyza variance (ANOVA) a post-hoc test
mnohonasobnych porovnani (Tukeytiv-Kramertv test). VSechny vySe zminéné statistické operace

byly provedeny v programu RStudio (verze 1.4.1106).
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4 Vysledky

4.1 Detekce a prevalence trypanosom u zelenych skokanii

Celkem bylo zpracovano 981 vzorkil (= jedinct) nélezicich osmi druhtim zelenych skokantd rodu
Pelophylax ziskanych z riiznych &asti Evropy (viz Tabulka 8). Jak jiz bylo fe¢eno, v Cesku a na
Slovensku se vyskytuje komplex zelenych skokant zastupujici dva zdkladni druhy: skokana
skiehotavého (P. ridibundus) a skokana kratkonohého (P. lessonae). Spolecné s jejich hybridem,
skokanem zelenym (P. esculentus), ptedstavuji zastupce testovanych druhii hostitelii. Na Balkanském
poloostrové byli testovani na pfitomnost trypanosom kromé P. ridibundus a P. esculentus také
P. epeiroticus, P. kurtmuelleri a P. shqipericus. Dalsi dva druhy skokant pfedstavuji endemity Kypru
(P. cypriensis) a Kréty (P. cretensis). U 265 skokant nebyl ur¢en druh z diivodu nejasnych znaki
nebo nejistoty zafazeni a tito jedinci jsou oznaceni jako Pelophylax sp. Ja osobné jsem skokany do
druhti neurcovala a spoléhala jsem se na jejich ur¢eni od spolupracujicich batrachologii. Vsechny
druhy skokand pochazely z osmi statd stiedni a jizni Evropy. Tabulka 8 udava piehled o vSech
testovanych skokanech v jednotlivych statech zaroven s poc¢tem pozitivnich jedinct.

Ze vSech vzorkl jich bylo 697 pozitivnich na trypanosomy, coz piedstavuje prevalenci 71 %.
Graf 1 znazoruje rozdily v prevalenci mezi jednotlivymi staty s idajem poctu zpracovanych vzorki
(rozdily v poctu testovanych jedinct v jednotlivych statech jsou az nékolikanasobné). Staty jsou
fazeny sestupné od nejvyssiho poc¢tu odebranych vzorkt, ktery predstavuje Albanie s poctem 291.
Nejméné testovanych vzorkli pochazi z Kypru, kde bylo odebrano pouze 7 skokand. Prevalence
trypanosom u jednotlivych druhli skokanti je zndzornéna v tabulce (viz Tabulka 8), kde nejmensi
prevalenci (vyjma P. cretensis, kde vSech sedm jedinct bylo negativnich) zastupuje P. shqipericus

(40 %), nejvetsi zase P. epeiroticus (88 %).
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Graf 1: Prevalence trypanosom skokanii rodu Pelophylax v jednotlivych statech zaroven s poctem
odchycenych a testovanych jedincii.
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Tabulka 8:

Prehled vsech testovanych zelenych skokanii (rod Pelophylax) v jednotlivych statech (pocet pozitivnich /pocet testovanych skokanii).

- =3
g§g g8 8 o g s 83 g g § 2 § o 2 S
~ = ] ~ 3 = R ~ = = .8 ~ @ ~ B =
stit/druh ey 33 Z3 EE 3 S £ ¥ 3 g 5
3 ) 3 Y s S YR R = = g
skokana S 3 .33 S g NS < 8 S 3 &g: S D S 3 2
&S & £ < S & 5 & & &S & s 2
Albanie - 30/38 - 22/55 43/51 11/14 - - 85/133 191/291 66 %
Slovensko 130/165 66/76 16/26 - - - - - - 212/267 79 %
Recko - 1/5 - - 63/85 70/78 - 0/7 11/27 145/202 72 %
Cesko 3/7 10/13 2/4 - - - - - 40/56 55/80 69 %
Rumunsko 1/2 20/41 - - - - - - 35/36 56/79 71 %
Cerna hora - 5/5 - 2/5 15/32 - - - - 22/42 52 %
Bulharsko - - - - - - - - 10/13 10/13 77 %
Kypr - - - - - - 6/7 - - 6/7 86 %
celkem 134/174 132/178 18/30 24/60 121/168 81/92 6/7 0/7 181/265 697/981 71 %
prevalence 77 % 74 % 60 % 40 % 72 % 88 % 86 % 0% 68 % 71 %
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Prevalence byla zjistovana také v zavislosti na véku jedinct. Porovnavani byli juvenilové
(toho roku metamorfovani jedinci), subadulti (nedospé€li jedinci pfed dosazenim pohlavni
dospélosti) a adulti (dospélci). U adultii dosahovala prevalence 75 % (749 jedincti), u subadultt
45 % (95 jedinct) a juvenilti 49 % (49 jedinct); mladsi jedinci byli signifikantné mén¢ infikovani
trypanosomami nez dospélci (> = 49,004, p < 0,05).

Pro posouzeni, zda je n¢které pohlavi skokant vektory upfednostiiovano (a tedy mé vyssi
vyskyt trypanosom), byla porovnana prevalence mezi samci a samicemi. Pohlavi bylo rozeznano
u dospélct 1 u nékterych juvenilt; u 171 jedincti nebylo pohlavi urc¢eno. U samic (384 jedincti)
dosahovala prevalence 74 % a u samcti (423 jedincti) 72 %; rozdil neni signifikantni (* = 0,572,
p = 0,449).

Protoze rtizné druhy trypanosom (viz kapitola: 4.3 Diverzita trypanosom u zelenych
skokantl) mohou byt pienaseny odliSnymi vektory, rozdil v pocetnosti pozitivnich jedincti mezi
pohlavim skokant byl otestovany také s ohledem na druh zjiSténych trypanosom (viz Tabulka 9).
Signifikantni rozdily byly zjistény u typu B (7. sp. “ring*) a typu C (7. ranarum), u které¢ho byl
zaroven zaznamenan nejveétsi rozdil, kdy bylo nakazeno 18 % samcti a 82 % samic (viz Tabulka

9).

Tabulka 9: Vyskyt jednotlivych druhii trypanosom v zavislosti na pohlavi pozitivnich jedincui skokani
zelenych. Trypanosoma sp. G a L byly z analyzy vylouceny pro maly pocet vzorkii.

typ Ylb| typ A typB [ typC | typD | typE | typF | typH | typI | typd | typK

| 194 150 9 6 162 | 20 17 8 15 2 14
samci
(53 %) (50,3 %) | (23 %) | (18 %) | (54 %) | (42 %) | (63 %) | (44 %) | (36 %) | (33 %) | (61 %)
) 182 148 31 28 | 137 | 28 10 10 27 4 9
samice

(48 %) | (49,7 %) | (78 %) | (82 %) | (46 %) | (58 %) | (37 %) | (56 %) | (64 %) | (67 %) | (39 %)
p | 0,536 | 0908 [0,0005]0,0002| 0,148 | 0,248 | 0,178 | 0,637 | 0,064 | 0,414 | 0,297

V testovanych skokanech byla zjisténa také vysokd mira smésnych (mix) infekei, kdy
bylo v jednom jedinci detekovano dva a vice druht trypanosom soucasné. Z celkového poctu
pozitivnich vzorki tvofily mix infekce 71 % (single infekce 29 %). Nejvice vzorkl zastupovala
infekce se dvéma druhy trypanosom (35 %), ale u jednoho jedince bylo identifikovano i Sest

druhti soucasné (viz Tabulka 10).
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Tabulka 10: Jednodruhové a smésné infekce trypanosom u testovanych skokanii (oznaceni >1 znaci
ziretelnou mix infekci, nicméné pocet druhit ani o jaké druhy se jedna se nepodarilo identifikovat).

pocet druhiui trypanosom pocet jedinci celkové procento
v hostiteli skokanii mix/single infekce
single infekce 1 200 29 %
2 243
3 207
. 4 35
mix infekce 71 %
5 9
6
>1 2

4.2 Testovani tkani na pritomnost trypanosom

Protoze se trypanosomy mohou nalézat v riznych organech zab, a navic v nékterych ptipadech
nebylo mozné ziskat krev, byla v Sestnacti ptipadech odebrana z Zab tkan ve form¢ srdce nebo
jater. Celkem z deviti jedinct byla ziské&na jatra, z toho Ctyfi byli pozitivni na trypanosomy,

v jednom piipad¢ se jednalo o mix infekci. Srdci bylo zpracovano sedm, vSechna byla negativni.

U tii vzorkli byly odebrany jak jatra, tak krev. Po zpracovani jaterni tkané byly dva z nich
pozitivni, nicmén¢ krev ze stejnych jedincti byla negativni. Posledni vzorek byl negativni v obou

piipadech.

4.3 Diverzita trypanosom u zelenych skokanu

Ve skokanech rodu Pelophylax bylo molekuldrnimi metodami celkem detekovdno 13 druht
trypanosom (molecular operational taxonomic units, MOTU) (viz Tabulka 11). Pracovni
oznaceni jednotlivych genotypti a druhti nese oznaceni A az L a Y1b. Nicméné pro typ G se
nepodafila ziskat dostatecné kvalitni sekvence; tento typ se vyskytoval pouze v mix infekcich,
tedy tento druh neni zastoupen ve fylogenetickych analyzach, v ostatnich analyzach zastoupen
je. SSU rRNA sekvence péti druhti (typ A az D plus Y1b) se shodovaly s jiz popsanymi a diive
identifikovanymi druhy (¢i MOTU) na zékladé porovnani algoritmu BLAST v databazi NCBI
a fylogenetickych analyz (viz dale). V né€kterych ptipadech bude v nasledujicim textu pro jiz
popsané (pojmenovangé) trypanosomy pouZito oznaceni typ A, B, C, D, Y1b pro jejich praktickou
zkracenou formu. Osm druhti (typ E-L) se s zddnou sekvenci dostatecné neshoduje a jsou proto

povazovany za nové druhy.

Pro tfi druhy bylo rozliSeno nékolik genotypt pfislusného druhu liSici se v nékolika

nukleotidech: typ A (T. loricatum) — dva genotypy, typ B (7. sp. “ring*) — tii genotypy, typ E —
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dva genotypy. Nutno ale poznamenat, Ze vzhledem k pouzité metodice mohou byt tyto odlisné
sekvence (genotypy) odhaleny pouze v ptipadé single infekci. Typ A piedstavoval jiz popsanou
T. loricatum a jeho dva genotypy typ A2 a typ A3 se liSily od zakladniho genotypu A kazdy
pouze v jednom nukleotidu. Genotyp B2 se od zékladniho typu B (= Trypanosoma sp. “ring®)
lisil ve 4 nukleotidech. Genotyp E2 se od typu E lisil ve 2 nukleotidech.

Tabulka 11: Prehled vsech druhii (MOTU, molecular operational taxonomic units) a genotypii
trypanosom vyskytujicich se u testovanych skokani.

oznaceni genotypu pocet skokanii s danym druh
trypanosom genotypem
typ A 371
typ A2 20 *Trypanosoma loricatum
typ A3 1
typB 26 *Trypanosoma sp. “ring™
typ B2 19
typ C 36 *Trypanosoma ranarum
typ D 352 *Trypanosoma sp. “nautilus®
typ Y1b 418 *Trypanosoma rotatorium
typ E 58
Trypanosoma sp. E
typ E2 1
typ F 37 Trypanosoma sp. F
typ G 2 Trypanosoma sp. G
typ H 24 Trypanosoma sp. H
typ I 46 Trypanosoma sp. 1
typJ 6 Trypanosoma sp. J
typ K 24 Trypanosoma sp. K
typ L 1 Trypanosoma sp. L

* pojmenovani dle Spodareva et al. (2018)

4.3.1 Fylogeneticka analyza zabich trypanosom

Pro tvorbu fylogenetického stromu byly pouzity SSU rRNA sekvence 12 ndmi detekovanych
MOTU trypanosom skokant (sekvence pro typ G nebyla ziskdna; v ptipad¢ vétsiho poctu
genotypl je zastoupen pouze dominantni typ). P& znich se shodovalo sjiz popsanymi
druhy/MOTU, jejichz fylogenetické postaveni bylo jiz publikovano. Sedm novych MOTU

zaujalo své postaveni znadzornéné na fylogenetickém stromée (viz Obrazek 11).
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324058
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; T.sp. 660 (EU267075)
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o/l T sp. 646 (EU021234) _
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4'_1; T. sp. NAUTILUS UKRAINE (MH424296)
= T. sp. NAUTILUS UKRAINE (MH424275)
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L T. rotatorium/T. sp. Y1b, P.all
N T. sp. 858 (EU021228)
j] o T. herthameyeri (EU021226)
o777 .[ T.sp. 346 (EU021231)
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40/0,63/51 T. rotatorium B2-11 CANADA (AJ009161) /rog1
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T. mega AFRICA (AJ009157)
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T. ranarum/T. sp. C, CULT, P.es., P.r., P.l.
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L ] terrestrial trypanosomes

Obrazek 11: Fylogeneticky strom SSU rRNA trypanosom tzv. “Aquatic clade* vytvoreny na zdakladé
maximum likelihood metody (doplnény hodnotami z Bayesovské a maximum parsimony metody,
* znaci bootstrap resp. posterior probability > 95/0.95; - znaci jinou topologii ¢i < 50/0.5; // znaci
zkraceni délky veétvi na polovinu). V této prdci detekované MOTU jsou zvyraznéné cervené. Ke
kazdému druhu trypanosom jsou vypsani zastupci druhil skokanii a vsechny staty, kde byl dany druh
detekovan. Oznaceni CULT znaci druhy, které se nam podarilo axenicky kultivovat a jsou k dispozici
v kryobance. Pokud neni vyznaceno jinak, modre psané druhy trypanosom jsou zastupci rybich
hostiteli, cerné znacené druhy predstavuji Zabi hostitele. Zelené zvyraznény druh predstavuje nami
ziskanou zatim nepublikovanou sekvenci z africké zaby. Klady zabich trypanosom jsou oznaceny dle
Spodareva et al. (2018).
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Nové¢ izolaty T. sp. E a T. sp. J ndlezi do spolecného kladu An04 / Frog 1 spolecné
s T. sp. “ring* a T. ranarum, ktera je fylogeneticky blizce piibuzna stejnojmennému izolatu
z Kanady. T. sp. E je pfibuzna k izolatim z evropskych skokanii rodu Pelophylax k T. sp. “ring*
a také T. neveulemairei. Do kladu An01 + An0O2 / Frog 2 patii jiz popsané druhy/MOTU
T. rotatorium a T. sp. “nautilus“ spole¢né s 7. sp. L, kterd je jim vzdalenéji piibuzna. Jeji sesterska
sekvence predstavuje trypanosomu 7. sp. AARE-5, ktera neni v této praci zahrnuta, nicméné
jsem ji detekovala u ropuchy
Sclerophrys regularis pochazejici z Afriky (vzorek ve formé krve pochazi od Mgr. Pavla Némce,
Ph.D. z Katedry zoologie PfF UK). Ostatni ¢tyti MOTU (F, H, I, K) tvofi samostatné skupiny.
T. sp. H, I, a Kspolecné s 7. loricatum tvoii sesterské skupiny k rybim trypanosomam.
Nejzajimavéjsi fylogenetické postaveni piedstavuje 7. sp. F, ktera tvofi sesterskou skupinu

celého vodniho kladu, i kdyz jeji pozice je znané€ nestabilni.

4.3.2 Odhad druhové bohatosti

Z celkovych 13 druhii trypanosom jich na Balkanském poloostrové (Albanie, Bulharsko, Cerna
Hora, Kypr, Rumunsko, Recko) bylo zjisténo 12, tedy vsechny druhy kromé T. ranarum. Ve
stiedni Evropé (Cesko, Slovensko) bylo detekovano pouze 8 druhti. Ve 36 piipadech pozitivnich
skokanti se nepodafilo identifikovat druhy trypanosom, a tudiz byly tyto vzorky z naslednych
analyz vylou€eny. Odhad druhové bohatosti doklada garf (viz Graf 2), kde extrapolace odhaduje,
o kolik se mtize jesté zvysit pocet nezjisténych druhti s rostoucim poctem dalsich trypanosomami
infikovanych skokant rodu Pelophylax. VSechny vypoctené indexy odhaduji zvySeni poctu
druhti maximalné o jeden. Je tedy pravdépodobné, ze jsme odhalili téméf kompletni druhovou
diverzitu trypanosom u skokanii rodu Pelophylax a o moc vice druhti se ve sledované geografické

oblasti vyskytovat nebude.
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Graf 2: Akumulacni druhova krivka, ktera ukazuje kumulativni pocet druhii v zavislosti na mnozstvi
detekovanych trypanosom a poctu vysetienych jedinci. Krivka také odhaduje druhovou diverzitu na
zaklade extrapolace a ukazuje rozdil detekovanych druhii a odhadu druhové diverzity ve stredni
Evrope (Cesko, Slovensko) — modre, Balkanském poloostrove (Albanie, Bulharsko, Cernd Hora,
Kypr, Rumunsko, Recko) — cervené a u vsech statii dohromady — cerné. Extrapolace je nastavend do
maximalni velikosti vzorku 2000 infikovanych jedincii.

4.4 Hostitelska specifita

Kvantitativni interakce mezi jednotlivymi druhy trypanosom a druhii skokanti zobrazuje graf
(viz Graf'3). Kromé T. sp. L, ktera byla detekovana pouze v jednom piipade a 7. sp. G detekovana
ve dvou pfipadech, se vSechny ostatni druhy trypanosom vyskytovaly u dvou a vice riznych
druhti skokanti (nepocitaje neidentifikovatelné druhy skryvajici se pod oznacenim Pelophylax
sp.). U zadného druhu trypanosomy nelze prohlasit, ze by byl hostitelsky specificky k jednomu
druhu skokana. Dominantnimi druhy trypanosom jsou 7. rotatorium (celkova prevalence 29 %),
T. loricatum (27 %) a T. sp. “nautilus* (24 %); zbylych 20 % ptedstavuje ostatnich 10 druht (viz
Graf 4). Graf 5 ukazuje detailn€jsi zobrazeni jednotlivych trypanosom v hostitelskych druzich
zab. V grafech je znazornén celkovy pocet detekovanych trypanosom, tedy jeden skokan,
u kterého byla detekovana smésna infekce, je zapocitan nékolikrat v zavislosti na poctu

detekovanych trypanosom. Zastoupeni trypanosom u stfedoevropskych druhl skokani (tedy
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u P. esculentus, P. ridibundus a P. lessonae) se 1i§i minimalné a je obdobné jako u druhu
P. kurtmuelleri s vyjimkou 7. sp. K, které se ve stiedni Evrop¢ vlibec nevyskytuje (viz kapitola:
4.5 Geograficka specifita). Zna¢né rozdily v zastoupeni jednotlivych druhii trypanosom lze
pozorovat u jihoevropskych druhii skokand. U P. shqipericus dominuje hlavné 7. sp. E a F,
u P. epeiroticus je zastoupeni trypanosom pestiejsi a oproti jinym druhiim skokanti jsou v ném
ve velkém zastoupeny 7. sp. I a H. Navic je to druh skokana s nejvétsim poctem zastoupenych
druhti (deset) trypanosom (viz Tabulka 12). Sest pozitivnich jedincti endemického skokana
P. cypriensis bylo nakazeno tiemi nejcastéjSimi a jiz jmenovanymi druhy (7. rotatorium,

T. loricatum a T. sp. “nautilus®) spolecné s 7. sp. 1.

P. shqipericus
Pelophylax sp.
P. kurtmuelleri
P. esculentus
P. ridibundus

“
3
B
°
=
3.
L]
a

P. cypriensis
P. lessonae

Tsp.H

T sp.|

T sp.)J

T sp.L

T sp.K

T sp.F
Tsp.E

T.sp. “ring”
T. loricatum
T. rotatorium
T. sp. “nautilus”
Tsp.G

T. ranarum

Graf 3: Kvantitativni sit' interakci mezi jednotlivymi druhy skokanii rodu Pelophylax (nahore)
a jednotlivymi druhy/MOTU trypanosom (dole) prostiednictvim bipartite network. Cerné obdélniky
znazornuji mnozstvi jedincii v ramci jednotlivych druhii, Sedé vazby odpovidaji interakcim druhii
ajejich Sirka odrazi jejich cetnost. Sit' je usporadana tak, aby zobrazovala minimdlni kiiZeni
interakct.
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W T. rotatorium T. loricatum mT.sp. "nautilus" B T. sp. "ring" mT.sp. E

WT.sp.| BmT.sp. F B T.ranarum T.sp.H BT .sp. K
T.sp.)J BT.spG BT.sp. L

Graf 4. Procentualni zastoupeni druhii trypanosom ve vsech testovanych skokanech.
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Graf 5: Zastoupeni druhii trypanosom u jednotlivych druhii skokamii (pocet pozitivnich/pocet
testovanych skokanii); razeno dle poctu pozitivnich jedincii. Pelophylax sp. je od ostatnich druhii
oddelen, kviili nespecifickému zarazeni skokanii do druhu. P. cretensis byl z tabulky vyloucen, jelikoz
vSech 7 testovanych jedincii bylo negativnich.
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Tabulka 12: Presny pocet trypanosom v jednotlivych druzich skokanii rodu Pelophylax (pocet pozitivnich/pocet testovanych skokanii). P. cretensis byl
z tabulky vyloucen, protoze vsech 7 jedincii bylo negativnich.

@ 2 4 B 2 @ =
S o S =~ S o = s \© 2] A S~ § )
druh trypanosomy/ 3= o 2 < 2% § = 2 S =
druh skokana S & 5SS SE &3 £ 2> < ]
g =< 8 = £ v - ST
= 5 = X > a S
T. rotatorium 107 89 12 80 30 5 93
T. loricatum 83 74 10 3 70 27 119
T. sp. "ring" 36 2 1 1 7 - 9
T. ranarum 24 1 - - - - 2
T. sp. "nautilus" 57 82 8 4 74 19 6 102
T.sp.E 18 2 13 3 7 - 12
T. sp. F 2 2 - 6 6 7 - 14
T. sp. G - - - - 1 - - 1
T.sp.H 1 - - - - 20 - 3
T. sp. 1 - 2 - - 4 33 1 6
T. sp.J - - - 3 - 2 - 1
T. sp. K - - - - 13 9 - 2
T.sp.L - - - 1 - - - -
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4.5 Geograficka specifita

Tabulka 13 ptedstavuje vyskyt jednotlivych druhti trypanosom ve sledovanych zemi Evropy. Tii
druhy trypanosom 7. rotatorium, T. loricatum a T. sp. “nautilus®, které jsou nejcastéjSimi druhy, se
vyskytuji ve vSech sledovanych statech. Urcité rozdily ve vyskytu jednotlivych druhi trypanosom
u zelenych skokanti mezi stfedni Evropou a Balkdnem vsak pozorovat 1ze. Naptiklad druh 7. ranarum
se vyskytoval pouze ve skokanech na Slovensku a v Cesku, na Balkang se tato trypanosoma
nevyskytovala, a to ani ve statech s velkym poctem otestovanych skokant, jako je Albanie (291) ¢i
Recko (202). Ve stiedni Evropé se naopak, a to i pies velké mnozstvi testovanych skokanti (Slovensko
— 267 a Cesko — 80), nevyskytovaly druhy 7. sp. I, J a K (nalezené v Albanii, Recku a Kypru).
Absence trypanosom 7. sp. F a H v Cesku, které byly na Slovensku detekované jen vzacné,
nevyluduje, e se v Cesku vyskytovat nemohou vzhledem k niZ§imu poétu testovanych jedinct
(80 vs.267). U T. sp. L, ktera byla detekovana pouze v jednom jedinci au 7. sp. G ve dvou jedincich,

nelze vyvozovat jejich geografickou specifitu.

Tabulka 13: Pocet jednotlivych druhi/MOTU trypanosom v jednotlivych statech Evropy (pocet
pozitivnich/pocet testovanych skokanii). Tucné vyobrazené obdélniky znaci rozdilnost vyskytu danych
trypanosom ve statech s vysSSi pocetnosti pozitivnich jedincu skokani stredni Evropy a Balkanského
poloostrova.

stfedni Evropa Balkansky poloostrov
S ~ —_ — S g =]
eS| 38| 55| 29| E8| E]| =S| &<
7S =2 =T - Al Bl - g
T. rotatorium 166 27 116 68 11 17 8 5
T. loricatum 130 45 94 69 30 8 10 6
T. sp. “nautilus 104 29 109 60 29 9 6
T. sp. “ring® 45 8 1 8 3 - - -
T. ranarum 34 2 - - - - - -
T.sp.E 22 1 15 11 11 - - -
T. sp. F 2 - 15 9 10 - 1 -
T. sp. G - - - 1 - - -
T.sp. H 1 - 1 21 1 - - -
T. sp.1 - - 6 39 - - - 1
T. sp.J - - 4 2 - - - -
T. sp. K - - 6 18 - - - -
T. sp. L - - 1 - - - - -
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4.6 Morfologie trypanosom
4.6.1 Krevni formy

Celkem bylo potizeno 364 snimkil trypanosom na 64 krevnich natérech z jedinct identifikovanych
molekularnimi metodami jako trypanosomami pozitivni. Krevni roztéry na podloznich sklickach
pochézely z péti riiznych statd (Rumunska, Slovenska, Ceska, Albanie a Recka) a ze $esti druhi
skokanti zahrnujici vSechny testované druhy kromé endemickych P. cretensis a P. cypriensis. Kvuli
veliké morfologické diverzit¢ a neschopnosti ,,okometricky” zatadit morfotypy ke spravnym
genospecies/MOTU bylo ptivodnim cilem vyuzit laserovy mikrodisekéni mikroskop na Hlavoveé
ustavu. Nicméné vzhledem k ¢asovym moznostem, technickym a logistickym obtizim a nemoznosti
fotografii byly trypanosomy zafazeny do nékolika morfotypl ve snaze zjistit piipadnou korelaci
s molekuldrné detekovanymi genospecies. Trypanosomy byly rozfazeny na zaklad¢ jiz popsanych
morfotypti u evropskych druhii 7. rotatorium, T. loricatum, T. ranarum (viz Obrazek 1 a Obrazek 2)
aT. sp. “ring” (Spodareva et al., 2018) a byly pojmenovany jako rotatorium-like, loricatum-like,
ranarum-like a ring-like. Morfotyp loricatum-like se lisil velikosti a tvarem, proto byl rozdélen na
3 skupiny. Morfotyp rotatorium-like byl rozdélen na 2 formy narrow a broad také podle Spodareva

et al. (2018) (viz Tabulka 14 a Obrazek 12).

Tabulka 14: Jednotlivé morfotypy Zabich trypanosom rozrazené do nékolika kategorii podle
predpokladaného druhu na zakladé jiz popsanych morfotypu. Kolonka nezarazeno urcuje pocet
trypanosom, které byly sice vyfoceny, nicméné bunky byly poskozené natolik, Ze neslo rozeznat, ke
kterému morfotypu patri.

P arhna | spadajicido | MOrfotypy shodujiei | IR
morfotyp o - Sl se s predpokladanym " I ¢
zakladé konkrétniho enotvpem s predpokladanym
morfologie morfotypu g yp genotypem
loricatum-like typ A 179 174 5
loricatum-like
huben4 typ A 38 31 7
loricatum-like
velké typ A 18 17 1
rotatorium-like
broad form typ Y1b 33 19 14
rotatorium-like
narrow form typ Y1b 7 0 7
ranarum-like typ C 8 1 7
ring-like typ B 27 2 25
nezatazeno - 54 - -
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Obrazek 12: Viechny pozorované morfotypy z péti evropskych zemi a Sesti druhii zelenych skokanii
byly rozrazeny na zakladé porovnani s jiz popsanymi morfotypy u jednotlivych druhit evropskych
trypanosom. A — loricatum-like, B — loricatum-like hubend, C — loricatum-like velkd, D — ranarum-
like, E —ring-like, F —rotatorium-like broad from, G — rotatorium-like narrow from. Méritko — 10 um
(foto: autorka).

BohuzZel nelze s jistotou fici, jaké morfotypy patii k jakému druhu (genospecies), protoze z 64
pozorovanych roztér byla pouze pro deset krevnich vzorki zjisténa infekce jednim druhem. Navic
kvuli velmi nizké parazitémii u péti z nich nebyla nalezena ani jedna trypanosoma. U tfech z nich se
molekularné jednalo o single infekce 7. loricatum (typ A), potizeno bylo 12 snimku, z toho v 11
pripadech byl morfotyp zafazen jako loricatum-like (loricatum-like hubena a loricatum-like tlusta),
vjednom ptipadé se vSak jednalo o morfotyp rotatorium-like (coz naznacuje molekularné
nedetekovanou smeésnou infekci). U dalsi single infekce molekularné urcené jako typ D

(7. sp. “nautilus®), byl morfologicky zjistén typ loricatum-like (1 snimek). U posledni single infekce
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molekularné detekované jako typ B (genotyp B2 = T. sp. “ring"), byly zjisté€ny ¢tyfi rizné morfotypy
(loricatum-like — 1 snimek, ranarum-like — 3 snimky, ring-like — 1 snimek, rotatorium-like narrow

form — 5 snimk).

Pro srovnani, zda se morfotypy shoduji s o¢ekavanymi druhy trypanosom (na zakladé
sekvenovani), byla sestavena tabulka (viz Tabulka 14), ktera ukazuje konkrétni morfotypy a jejich
pocty. Tyto morfotypy byly porovnany s genotypy trypanosom zjisténymi u prislusného skokana a
do tabulky bylo zaznamenéano kolik morfotypt se s ocekdvanym genotypem shodovalo (tedy mezi
genospecies se predpokladany druh vyskytoval) a kolik nikoliv. Bohuzel ani v jednom ptipadé

nedoslo ke stoprocentni shod¢.

Bunky nebyly méfeny, a proto toto rozfazeni pouze poukazuje na vysokou morfologickou

diverzitu a jeji nejasné postaveni v hodnoceni druhti.

4.6.2 Morfologické formy trypanosom v kulture

Pro porovnani morfologickych odliSnosti trypanosom v kultufe byly testovany nasledujici Ctyti
kultury — 7. loricatum (LIB20-01, p2), T. ranarum (Ro17-R6, p16), T. sp. E (R0o19-03, p29 a Ro19-
21, p27) a T. sp. H (LIB21-13, p6). Kultivace u vSech ¢tyf druhd probihala za stejnych podminek
ajejich roztéry byly provedeny ve stejné exponencialni fazi rGstu. Trypanosomy se v kultufe
vyskytovaly nejen volnég, ale i v rozetach. Ve vSech kulturach se vyskytovalo nékolik morfotypti
soucasng, kultury se mezi sebou nijak vyznamné nelisily a morfologické formy byly u v§ech podobné.
To naznacuje, Ze kulturni formy jsou velmi polymorfni a jednotlivé druhy mezi sebou nevykazuji
zfeteln€ znatelné rozdily pouzitelné jako pfipadny druhovy determinacni znak. Obrazek 13 zobrazuje
dve rozdilné kultury a jejich podobné morfotypy; tyto morfotypy se vSak vyskytovaly u vsSech

testovanych kultur.

'\ﬁ!_ ."! ' S @'

E

Obrazek 13: Jednotlivée morfotypy dvou druhii Zabich trypanosom v kultivacnim médiu. A-D
morfotypy T. loricatum (kmen LIB20-01), E-H morfotypy T. ranarum (kmen Rol7-R6). Meritko —
Sum (foto: autorka).
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— —
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4.6.3 Rozliseni druhtl na zakladé velikosti kinetoplastu

Pro meéfeni kinetoplastu a fotografovani byla pouzita transmisni elektronovd mikroskopie.
Megfeni kinetoplastu probéhlo u vSech druht trypanosom, které¢ byly k dispozici v podob¢ kultur
(tedy u typu A, genotypt Bl a B2, C, E, H). Kultura 7. sp. F, byla sice métena, ale ukazalo se,
ze je v kulture ve smésné infekci s 7. sp. E (v niZsi pasazi tato smes detekovana nebyla). Z tohoto
divodu byla tato kultura z analyzy vyloucena. U kinetoplasti byla srovnavana jejich vyska
(viz Tabulka 15). Délka kinetoplastu, ktera byla rovnéz méfena, se v ramci jednotlivych bun¢k
z téze kultury i nékolikanasobné lisila a byla tedy z analyzy vyloucena jako nevhodny srovnavaci

znak.

Pro zjisténi, zda se vyska kinetoplastli u stejného druhu trypanosomy nelisi mezi izolaty
z raznych lokalit nebo se neméni s rozdilnou pasazi, bylo testovano vice kultur, a to konkrétné u
T. loricatum (typ A) a T. ranarum (typ C). Méteni u T. loricatum zahrnovalo tfi razné kultury
lisici se lokalitou (Slovensko, Cesko, Albanie), u 7. ranarum byly porovnavany étyii kultury ze
dvou statd (Rumunsko, Cesko), jeden vzorek navic piedstavoval dvé kultury z riznych
kultivaénich pasazi a jednu kulturu ze stfeva nakaZenych komari pii experimentalnich infekcich
(viz Tabulka 15). Pro analyzu byl pouzit test mnohonasobného porovnani (ANOVA, Tukeytiv-
Krameruv test), ktery potvrdil, Ze se rtizné geograficky odlisné izolaty nebo rozdilné pasaze
stejného druhu ve vySce kinetoplastu signifikantn€ nelisi, stejné tak se neliS§i mezi buiikami
z kultury a ze stieva komara (potenciondlniho pienaSece). Porovnany byly i dva genotypy
T. sp. “ring®, genotyp B1 a genotyp B2. Vyska kinetoplastu se ani v tomto ptipad¢ signifikantné
nelisi (viz Graf 6).

Po tomto zjisténi byla nésledné¢ vSechna méfeni v ramci piisluSného druhu sloucena
a porovnana mezi sebou spole¢né s 7. sp. E a T. sp. H. Vyska kinetoplastu mezi jednotlivymi
druhy se signifikantné lisila (p < 0,05) (viz Graf 7). Kinetoplasty se li$i nejenom vyskou, ale také
i strukturou a vzhledem (viz Obrazek 14). Zatimco 7. loricatum a T. sp. H vykazuji jednoduchou
diskovitou strukturu kinetoplastu, kinetoplast 7. sp. E ma dv¢ vrstvy minikrouzkt a 7. sp. “ring™
dokonce tfi vrstvy. U T. ranarum dosahuje sice nejvétSich rozmérli, nicméné nevykazuje Zadné

vrstvy minikrouzku.
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Tabulka 15: Prehled izolatii pouzitych pro meéreni vysky kinetoplastu. Kultura oznacena jako
RUDAZCZ-R2 obsahovala mix infekci T. ranarum a T. loricatum. Vzhledem k velikému rozdilu vysky
kinetoplastii téchto dvou druhit bylo mozno pouzit méreni kazdého druhu zviast. Oznaceni * znaci
nameérené kinetoplasty z trypanosom ze streva komari nakazenych béhem experimentalni infekce (KP
= kinetoplast, SD = smérodatnad odchylka).

> = pramér
- E ~ - vysky celkovy
@ “ = o = o v
koéd izolitu E 2 | ommateml | kalita 2 | 228 KP | primdr | g,
° g v grafu = =9 )E kazdé vysky
z N kultury | KP [nm]
- [nm]
LIB20-14 typ A-1 Slovensko | p4 26 149,8
LiB20-01 | [ loricatum | o A5 | Albanie | p2 29 138.,9 1429 1 16,7
RUDI@ZCZ' typA3 | Cesko | pé 6 132,0
RUDA21-04 ge‘llsoltyp Cesko | plo | 32 308,7
T. sp. “ring" 301,1 33,0
R019-01 gerllsoztyp Rumunsko | p8 20 288.9
typ C-1 pl18 26 573,7
Rol7-R6 typ C-2 | Rumunsko | p9 30 540,8
T. ranarum 549,2 46,9
typ C-4 * 23 5493
RUD%ZCZ' typ C-3 Cesko p6 28 535,3
Ro19-03 T sp.E typ E Rumunsko | p19 31 212,6 19,4
LIB21-13 T sp.H typ H Recko | pl4 30 180,0 | 183
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Graf 6: Vyska kinetoplastii v ramci riiznych izolatii, genotypii a pasazi tri druhii trypanosom s 95 %
konfidencnim intervalem. Cisla nad kazdym bodem znaci pocet namérenych kinetoplastii. V ramci
Jjednotlivych druhu se vysky kinetoplasti signifikantné nelisi.
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Graf 7: Rozdily vysSek kinetoplastii u péti druhii trypanosom s 95 % konfidencnim intervalem. Cisla
nad kazdym bodem znaci pocet namérenych kinetoplastii. Mezi vsemi sledovanymi druhy se vysky
kinetoplastii signifikantné lisi.
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Obrazek 14: Kinetoplasty u riiznych druhii trypanosom (transmisni elektronova mikroskopie): A —
T. loricatum, B—T. sp. “ring*, C—T.ranarum, D —T.sp. E, E—T. sp. H. Cervend Sipka zndzornuje
vsku kinetoplastu, zZluta Sipka zndazornuje délku kinetoplastu. Meritko — 500 nm (foto: autorka).

4.7 Experimentalni infekce komaru

Plivodnim cilem mé diplomové prace bylo ucinit experimentalni sani s komary Cx. ferritans, kteti se
vyskytuji v Cesku a saji prednostné na poikilotermnich obratlovcich, tedy i na Zabach. Bohuzel
odchov téchto komart se nepovedl (viz kapitola: 3.10 Kolonizace komart Culex territans). Proto bylo
rozhodnuto zkusit experimentalni infekce s dostupnymi druhy komart: Cx. pipiens f. molestus, Cx.

quinquefasciatus a Aedes aegypti.

Druh komara Cx. molestus byl pouzit pro infekéni sani s péti druhy kultur trypanosom (typ A
= T. loricatum, genotyp B2 = T. sp. ,ring“, typ C = T. ranarum, T. sp. E, T. sp. H). U trypanosomy
T. loricatum probéhlo sani rovnéz s druhem Cx. quinquefasciatus. Nejvyssi prevalenci trypanosom
po defekaci komard vykazoval druh 7. ranarum (viz Tabulka 16), proto byla tato trypanosoma

vybrana pro dva nezavislé experimenty se vSemi tiemi druhy komarti souc¢asné. Krev byla smichana

46



s kulturou trypanosom a rozdélena mezi tii krmitka pro dosaZeni co nejvétsi homogenity podminek a
vSechny tfi druhy komart saly soucasné a po stejnou dobu (viz Obrazek 10). Rozdily mezi nakazou
komari jsou ptesto vyznamné; napt. v druhém (aspé€$néj$im) sani s témito tfemi druhy komart byla
prevalence u Cx. molestus 77 %, oproti 23 % prevalenci u Cx. quinquefasciatus a 34 % u A. aegypti

(viz Tabulka 16).

Spole¢né se stievy komarti byly u kazdého druhu trypanosomy a kazdého druhu komara
(v ptipadé opakujicich se experimentdlnich nakaz vSak pouze v 1. opakovani) pitvany také slinné
zlazy. Ve vSech ptipadech byly slinné Zlazy negativni, a to i v pfipad€¢ nalezu infekce ve stievech

komaru.

Tabulka 16: Tabulka zahrnuje vSechny experimentalni infekce se tremi druhy komarii a Sesti druhy
zabich trypanosom. Stejnou barvou podbarvené buiiky znaci experiment probihajici ve stejnou dobu
a se stejnou koncentraci bunék v krvi.

=
~ vysledna 3, -5 | prevalence
kod druh o L o koncentrace ] trypanosom
N = druh komaru & > E .
izolatu | trypanosomy | & bunék ve 3 = ¢ | vkomarech
il 5
ml krve < po defekaci
LIB20- , Cx. molestus cca 2x10° 26 negativni
T. loricatum | p8 ) - .
05 Cx. quinquefasciatus cca 2x10° 22 negativni
Ro19-01 | T.sp. “ring” | p22 Cx. molestus 5x10° 46 34 %
pll 3,5x10° 47 76 %
pl6 Cx. molestus 1,9x10° 35 39 %
pl8 5,5%10° 40 77 %
Rol7- 6
T. ranarum | pl6 ) . 1,9x10 50 17 %
R6 Cx. quinquefasciatus .
pl8 5,5%10 46 23 %
pl6 ) 1,9x10° 48 29 %
Aedes aegypti
pl8 5,5%10° 40 34 %
R019-03 p29 2,4x10° 19 35%
T.sp.E Cx. molestus
Ro19-21 p27 2,5x10° 34 39 %
LH?32 I- T.sp. H p6 Cx. molestus 2,4x10° 20 negativni

4.7 1 Intenzita infekce

Infekéni sani s koméary probihalo, kvili jejich lepsi ochoté sat, ve veCernich hodinach. Thned po
experimentalni infekci byla kontrolovana pouzitd krev z krmitka pod mikroskopem, a ve vSech
ptipadech obsahovala Zivé trypanosomy. Pitvy komart probihaly 1-5 dni po sani, kvtli kontrole, zda
se trypanosomy pied defekaci komart rozmnozuji a Ziji. U v8ech testovanych druhti trypanosom byla

prokazana ptitomnost zivych trypanosom pied defekaci. Vyjimkou jsou tii komafi infikovani 7. sp. E
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a T. ranarum, kteti byli jiz 5 DPI defekovani a negativni. Nasledné probihaly pitvy 7—12 dni po sani
a 14-18 dni po sani. V ptipade T. sp. “ring™ a T. ranarum u komara Cx. molestus i po 21-22 dni po
sani.

Po defekaci komart se ukazalo, Ze trypanosomy druh 7. loricatum a T. sp. H se ve stievé
komard neuchytily a vSechny pitvané samice byly negativni. U dalSich dvou druht (7. sp. “ring*
a T. sp. E) se trypanosomy vyvijely, nicmén¢ jen v malych procentech a v nizkych intenzitach. Mira
infekce se mirné zvysovala po 14 a vice DPI (viz Graf 8). U T. sp. “ring™ a T. ranarum probéhly pitvy
také po 21 DPI a ukazalo se, Ze infekce pretrvavaji dlouho po sani. Nejvétsi prevalence a nejvetsi
intenzity infekce byly zaznamenany u 7. ranarum, kterou byly nasledné nakazeni tfi druhy komart
a jejichz rozdilna intenzita infekce, ktera se v priitbéhu experimentu mirné zvétsovala, je znazornéna

v grafu (viz Graf 9).
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Graf 8: Prevalence a intenzita infekce u ¢tyr druhii Zabich trypanosom v pritbéhu experimentalnich
nakaz komari Culex pipiens f. molestus (v pripadé T. loricatum i komarii Cx. quinquefasciatus).
Nenakazené samice predstavuji volné misto v kazdém sloupecku. Cisla nad kazdym sloupeckem znaci
pocet vypitvanych komaru; DPI = dny po sani.
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Graf'9: Prevalence a intenzita infekce zabi trypanosomy T. ranarum u trrech druhit komaru: Cx. q. =
Cx. quinquefasciatus, 4e. a. = Aedes aegypti, Cx. m. = Culex pipiens f. molestus. Nenakazené samice
predstavuji volné misto v kazdém sloupecku. Cisla nad kazdym sloupeckem znaci soucet poctu vsech
vypitvanych komarii ze dvou nezavislych experimentit, u Cx. molestus ze t7i experimentii;, DPI = dny
po sdni.

4.7.2 Lokalizace trypanosom v komarech

V prubéhu pitev byla sledovana také lokalizace trypanosom v komarech a byla rozdélena do péti
kategorii: stfedni ¢ast stieva — midgut (MG; mesenteron), zadni cast stfeva — hindgut (HG;
proctodeum), pfitomnost v obou ¢astech zaroven, jejich rozhrani a lokalizace pouze v rektalni ampuli
(viz Obrazek 4). Oznaceni ptitomnosti v hindgutu znaci lokalizaci trypanosom v celé jeho délce
véetné rektalni ampule, oznaceni rozmezi HG a MG znadi pfitomnost hlavné rozet ptfichycenych
v pruhu na za¢atku hindgutu, v misté pfipojeni k midgutu. Kvili velkému mnozstvi stale pfitomné
krve a obtiznému rozdé€leni stfeva na jednotlivé useky v rozmezi 2—5 DPI nebyla ve vech piipadech
zjisStovana lokalizace trypanosom. Graf 10 ukazuje lokalizaci trypanosom v pribéhu experimentu
u vSech tfech pozitivnich druhti trypanosom v komérech. VSechny druhy komart jsou zapocteny

dohromady, jelikoz rozdil v lokalizaci mezi nimi byl minimalni.

Lokalizace zabich trypanosom ve stievé komart vykazuje podobny trend, tedy v prib&hu
traveni krve se dostavaji z midgutu do hindgutu, kde z@stavaji i v 21. dnu po experimentalni nakaze.

V midgutu byly trypanosomy zaznamenany nejpozdéji 12 DPI, od tohoto dne se vyskytovaly pouze
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v hindgutu nebo jeho ur€ité ¢asti. Lokalizace pouze v rektalni ampuli a na rozhrani MG a HG nebyla

Castd, ale ani neobvykla (viz Graf 10).
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Graf 10: Vyskyt t7i druhu trypanosom v riuznych castech streva experimentalné nakazenych komarii.
Cisla nad kazdym sloupeckem znaci pocet pozitivnich vypitvanych komarii. U druhu T. ranarum pocet
znamena soucet pozitivnich jedincii ze vsech tri druhi komarii (DPI = dny po sani, HG = hindgut,
MG = midgut, RA = rektalni ampule).

4.7.3 Morfologické formy trypanosom v komarech

V midgutu se trypanosomy vyskytovaly pouze ve formé volné se pohybujicich jednotlivych bunék.
V hindgutu se kromé téchto forem vyskytovaly také rozetovité utvary ptipojené k chitindzni vystelce
stény zadniho stfeva (viz Obrazek 15). S vyuzitim transmisniho elektronového mikroskopu bylo
pozorovano pripojeni trypanosom ke sténé stfeva biciky, a to prostfednictvim hemidesmosomu

(viz Obrazek 15C).
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Obrazek 15: Trypanosomy druhu Trypanosoma ranarum (izolat Rol7-R6) lokalizované v hindgutu
(zadni strevo, proctodeum) experimentalné nakazenych komdrit druhu Culex pipiens f. molestus: A —
rozety trypanosom, nativ, foceno pod svetelnym mikroskopem s fazovym kontrastem pri celkovém
zvetseni 400x, B — trypanosomy vyplnujici lumen stieva komara, polotenky rez, barveno toluidinovou
modri, foceno pod svetelnym mikroskopem, méritko — 10 um, C — pripojeni bunék trypanosom ke
stené streva pomoci hemidesmosomii, TEM, méritko — 500 nm (foto: autorka).

Ve stieve komart se vyskytovaly rizné morfotypy trypanosom. Porovnavany byly vSechny tfi druhy,
se kterymi byly provedeny experimentalni infekce a ve stievé komari se uchytily a probihal u nich
vyvoj (T. sp. “ring®, T. ranarum, T. sp. E). Roztéry byly provedeny z celého infikovaného stfeva,
takze presna lokalizace jednotlivych morfotypli zkouména nebyla. V pribéhu infekce nebyly
zaznamenany zadné napadné zmény v zastoupeni a Cetnosti jednotlivych morfotypii. Zaznamenané
morfotypy na obrazku (viz Obrazek 16) se vyskytovaly ve vétSin€ pfipadt v prub&hu celého cyklu.
Ocividné rozdily v morfologii se mezi jednotlivymi druhy trypanosom i mezi jednotlivymi druhy
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komari také nevyskytovaly. Jejich polymorfii zaznamenava Obrazek 16, na kterém jsou znazornény
morfotypy dvou druhti trypanosom u stejného druhu komara Cx. pipiens f. molesus. Tyto morfotypy
jsou velmi podobné tém, které byly zaznamenany i v kultivacnich podminkach (viz Obrazek 13).

Obrazek 16: Jednotlivé morfotypy dvou druhii trypanosom u experimentalné infikovanych komari
Cx. molestus. A—C morfotypy T. ranarum, D—E morfotypy T. sp. E. MéFitko — 5 um (foto: autorka).
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5 Diskuze

5.1 Prevalence trypanosom u zelenych skokanti

Celkem bylo vySetfeno 981 zelenych skokanti (rod Pelophylax), u nichz celkova prevalence
dosahovala 71 %. Spolecné se skokany bylo na trypanosomy testovano také 44 vzorkd z ¢olka
obecného (Lissotriton vulgaris). VSechny vzorky byly ale negativni, proto se tato studie zaméfuje
pouze na skokany rodu Pelophylax. Existuje n€kolik studii zaméfenych na vyskyt trypanosom u rodu
Pelophylax v Evropé i Asii (Desser & Yekutiel, 1986; Barta et al., 1989; Molan ef al., 1989; Zickus,
2002; Spodareva et al., 2018) a zjisténa prevalence se pohybuje v rozmezi od 18 % (Izrael) po 75 %
(Ukrajina), v obou ptipadech u skokana skiehotavého (P. ridibundus). Zjisténé rozdily v prevalenci
mohou byt podminény nizkou parazitémii (poc¢tem trypanosom v krvi) vedouci k falesné negativite.
Dalsim divodem vysvétlujici tak veliké odlisnosti v prevalenci miize byt rozdil ve vysetfovanych
lokalitach s jinym habitatem ¢i prostiedim narusené lidskou ¢innosti, které mohou ovliviiovat vztah
parazit-ptenasec-hostitel (Cable et al., 2017). Napftiklad Cistota prosttedi (vody) mize mit vliv na
mnozstvi pfenasect — pijavic (Leal ef al., 2009). Spodareva et al. (2018) detekovali rozdily
v prevalenci u P. ridibundus na dvou riznych lokalitach — v raSeliniStich (25 %) a na stalé vodni plose
(75 %). My jsme tak veliky rozdil v prevalenci mezi jednotlivymi staty a lokalitami nikde nenalezli,
nicméné je nutné poznamenat, ze zadna z nasSich lokalit nebyla tak atypicka a nevhodnd pro pijavice,
Kypru (86 %); tyto rozdily v§ak mohou souviset i s kvalitou odebranych vzorkili a poctem vysetfenych
jedincti. Navic neexistuje zadna studie zabyvajici se prevalenci trypanosom u skokanli v zddném

z nami studovanych evropskych statd.

Rozdily mezi jednotlivymi druhy skokanii v ramci rodu Pelophylax na izemi Evropy
(s pominutim vyse zminéné vyjimky 25 % u populace P. ridibundus v raselinistich na Ukrajin¢) tak
veliké nejsou. U P. ridibundus dosahovala na Ukrajiné¢ prevalence jiz vySe zminénych 75 %
(Spodareva et al., 2018) a u P. esculentus-lessonae v Litvé 65 % (Zickus, 2002). Na Korsice
detekovali Barta ef al. (1989) u P. esculentus 59% prevalenci morfologicky urcené trypanosomy jako
T. loricatum, nicméné spolecné se jmenovanou trypanosomou detekovali dals$i 3 trypanosomy.
Prestoze celkova prevalence neni v této studii zaznamenana, bude nejspisSe nabyvat vyssich hodnot.
V nasi studii pak dosahovala prevalence u P. esculentus 77 % a u P. ridibundus 74 %. Nejnizsi
prevalence (vyjma skokanl P. cretensis, kde byli vSichni skokani negativni a jejich negativita mohla
byt zptisobena malym poétem vzorkti — n = 7) byla zaznamenana u P. shqipericus (40 %), nejvetsi
pak u P. epeiroticus, kde dosahovala 88 %. Pii porovnani s jinymi druhy zab je prevalence u rodu
Pelophylax vyssi, coz odpovida zptsobu jejich Zivota. Terestrické druhy obojzivelnikl, které ve
vodnim prostiedi netravi tolik ¢asu (ropuchy, rosnicky, terestrické druhy skokanid véetné hnédych

skokanti z Evropy atd.) vykazuji celkové mensi podil zastoupeni trypanosom neZ vodni skokani, coz
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souvisi s predpokladem, Ze prenasSeci ve vodnim prostfedi jsou pijavice, kterym jsou vystaveny
predeviim vodni druhy Zab (Barta & Desser, 1984; Zi¢kus, 2002). Na druhou stranu striktn& vodni
zaby rodu Xenopus zdaleka tak vysoké procento infikovanosti nevykazovaly. V zdb€ Xenopus laevis
byla na zaklad¢ morfologie detekovédna trypanosoma druhu 7. rofatorium (Fantham et al., 1942),
avSak africké studie sledujici diverzitu parazitd riznych druhid zab prezentovaly vSechny zaby rodu
Xenopus jako negativni na trypanosomy (Readel & Goldberg, 2010; Netherlands ef al., 2015). A to
i pfes to, Ze pijavice na tomto druhu vodnich zab pozorovany byly (Kruger & Du Preez, 2015;
Netherlands et al., 2015). Moznym vysvétlenim mize byt nevhodnost drapatek jako hostitell, nebo

absence trypanosom v dané lokalité (Netherlands et al., 2015).

Signifikantn€ vyssi prevalence byla zaznamenéna u starSich jedincd. Detekovali jsme 75%
prevalenci u dospélct, ale jen 45% u subadulti a 49% u juvenild. Barta & Desser (1984)
u novosveétskych vodnich skokanli zaznamenali také vyssi prevalenci u vétSich, a tedy i starSich
jedinct. To naznacuje, ze delsi expozice vektoru znamend vétsi pravdépodobnost nakazy, ktera pak
mize pretrvavat deldi dobu, mozna i celoZivotné. Hysek & Zizka (1988) pozorovali infekci
trypanosom ve skokanech i po jednom roce. Relativné vysoka infikovanost juvenilnich jedinci, tedy
téch, ktefi se stejného roku metamorfovali, naznaCuje moznou nédkazu jiz ve fazi pulct
(Barta & Desser, 1984). Pulci se mohou nakazit trypanosomami prostfednictvim pijavic, které na
pulcich saji (Bardsley & Harmsen, 1973). K pfenosu vsak miize dochazet i prosttednictvim komart
Culex territans, kteti byli pozorovani, jak saji na metamorfujicich pulcich (Desser et al., 1973).
V pijavici Hemiclepsis marginata v Azerbajdzanu byl popsan vyvoj a prenos T. neveulemaire na
skokana skichotavého (Guseinov, 2011). Nicmén¢ tato pijavice se bézné vyskytuje i v Evropé, kde
se zda jako nejvhodné&jsim prenaseCem (Molyneux, 1977). Zaroven bylo dokazano, ze pokud ma
pijavice tohoto druhu pfilezitost, tak saje na pulcich (Sawyer & Fitzgerald, 1981), a proto by mohla
byt moznym pienaseCem i u nedospélych stadii Zab v nasich (a balkanskych) podminkach.

Vysoky rozdil v prevalenci mezi samci a samicemi miZe znacit upfednostiiovani samci Zab
hmyzimi vektory, diky jejich atrakci k vokalizaci v obdobi pateni, ve kterém samci zab lakaji své
samice. Tento fenomén byl zaznamenan u dvoukiidlého hmyzu rodu Corethrella v Panamé (Aihara
et al., 2016). Tamni zaby vykazovaly zna¢né pohlavni rozdily v prevalenci trypanosom, samci s 40%
a samice pouze s 6,6% prevalenci (Bernal & Pinto, 2016). Fonotaxe vSak byla sledovana i u komarta
Cx. territans, ktefi se vyskytuji v Evrop€ a jsou moznymi pienaseci trypanosom (Bartlett-Healy et al.,
2008). My jsme v celkové prevalenci nezaznamenali signifikantni rozdil mezi samci (74 %)
a samicemi (72 %), tedy hypotéza nam nepotvrdila upfednostiovani vokalizujicich Zab komary.
Testovali jsme i mozné rozdily v ramci jednotlivych druhti trypanosom (protoZe jen nékteré mohou
byt prenaseny hmyzem) a signifikantni rozdily vykazovaly pouze trypanosomy 7. sp. “ring™

a T ranarum, nicmén¢ byl zjistén opacny trend, tedy samci byli timto druhem trypanosom nakazeni
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vyrazné mén¢ nez samice. Nicméné se nejspi§ jedna o nedostateény pocet vzorkli (samci — 9 a 6
jedinct, samice — 31 a 28 jedinct, poporade).

Vysokou miru smésnych infekci (71 %), kterou jsme v nasi studii zaznamenali, zjistili
u trypanosom zelenych skokanti i Spodareva et al. (2018) na Ukrajin€, kde byly mix infekce
zaznamenany kromé jednoho piipadu ve vsech sledovanych skokanech. Piestoze byly smésné infekce
zaznamenany jiz diive (Ferreira et al., 2007b), nebyly zdaleka tak bézné. Je vSak velmi
pravdépodobné, Ze u starsich studii zamétenych na morfologii nebyla ¢asto vzhledem k vysoké miie
polymofismu a pleomorfismu mix infekce zaznamenana (Bardsley & Harmsen, 1969; Zickus, 2002).
V nasi studii jsme v jednom piipadé detekovali smésnou infekci az Sesti druhy. To, ze jich nebylo
detekovano vice (nebo Castéji) neznamend, Ze by se v naSich vzorcich nemohlo vyskytovat vetsi
mnozstvi druhii. Odecitani “peakli” z programu Geneious je vSak nemuselo odhalit, protoze tato
metoda mé své limity. Jiz nad rdmec této diplomové prace bylo nékolik vybranych vzorkd se
smeésnymi infekcemi podrobeno nanoporovému sekvenovani a vysledky velmi dobte koresponduji
s vysledky ziskanymi odecitanim vicenasobnych “peakt, avSak Sest druhti je pravdépodobné
maximalni relativné spolehlivé detekovatelny pocet. Nicméné zadna jind studie takto pocetnou
smesnou infekci nezaznamenava. Pouze Desser (2001) popsal pét riznych druhti z jednoho jedince,
nicméng¢ je popisoval na zakladé morfologie a mohlo se jednat jen o riizné morfotypy mensiho poc¢tu
druhti. Spodareva et al. (2018) diskutuji, Ze se vSechny (nebo alesponl vétSina) druhll v mix infekci
prenasi nardz, a proto se mohou smésné infekce vyskytovat v tak velkém procentu testovanych
vzorkil, coz vysvétluje 1 nase vysledky. Na zakladé nasich vysledki bohuzel neni mozné spekulovat

o ptipadné vektorové (pijavky vs. komati) specifité.

5.2 Vyskyt trypanosom v riiznych tkani

Nase vysledky ukézaly a potvrdily ocekavany vyskyt zabich trypanosom nejen v krvi, ale také
v jatrech, v nichz byl vyskyt trypanosom popsan jiz difive (Fantham ef al., 1942; Reilly & Woo,
1982¢). Nicméné nedetekovali jsme zadnou infekci v testovanych srdcich, a to i pfes to, ze v srdci
byl vyskyt popsan také (Lemos et al., 2013). Bohuzel jsme v téchto pfipadech neméli kontrolu, zda
byli skokani opravdu negativni nebo zda se v krvi trypanosomy vyskytovaly a v srdcich nikoli.
U vzorkd z jater byla u dvou pozitivnich vzorkt testovana i krev, v tomto ptripadé byla krev u obou
vzorkil negativni i pies pozitivni ndlez v jatrech. Tuto situaci mize vysvétlovat migrace trypanosom
z periferni krve do organd v pribéhu dne, kdy béhem dne se v periferni krvi parazitémie zvysSuje
(Southworth et al., 1968). Jelikoz odbéry probihaly v dopolednich hodinach, je mozné, Ze
u trypanosom probihal vyse popsany cyklus a v periferni krvi jesté nebyly pfitomny v dostatecném

mnozstvi.
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Migrace trypanosom byla sledovana i v pribéhu roku, kde autofi sledovali vzrist krevni
parazitémie na jafe, ktera pretrvavala do 1éta, nékdy i do podzimu (Johnson et al., 1993; Bartlett-
Healy et al., 2009). My jsme méli moznost ziskat krev zab v UZFG AV CR v Lib&chové b&hem pitev
probihajicich v prosinci. VSech sedm skokanti bylo negativnich, coz je velmi netypické (bohuzel
vnitini orgdny nebyly z logistickych divodt otestovany). Jejich negativita mohla byt zplisobena
praveé migraci trypanosom z periferni krve do vnitfnich orgéni v pritbéhu zimy. Nenasla jsem sice
zadnou studii, ve které by vyzkumnici testovali zaby a jejich trypanosomy v zimé¢, ale studie
zaméfujici se na efekt teploty na parazitémii potvrdila, Ze pii nizsi teploté je mnohem nizsi periferni
parazitémie nez pii teploté¢ vyssi (Bardsley & Harmsen, 1969). Je tedy mozné piedpokladat, ze

v dusledku chladu se trypanosomy v zimé¢ sté¢huji z periferni krve do vnitinich organt.

5.3 Druhova diverzita trypanosom

Ve sttedni Evropé€ a na Balkanském poloostrové jsme detekovali celkem 13 druht Zabich trypanosom
(v€etné typu G, ze kterého se ndm nepodafilo ziskat dostatecné kvalitni sekvenci). Vypocet odhadu
celkového poctu druhli jednoznacéné ukézal, ze se nam ve zkoumanych lokalitdich u skokand rodu
Pelophylax podatilo zachytit naprostou vétSinu druhii. Dokonce bylo testovano i dals$i 74 vzorku
(které v této diplomové praci nejsou zahrnuty) z Mad’arska, Némecka, Ukrajiny, Libanonu,
Tadzikistanu a Kyrgyzstanu, avsak k rozsiteni parazitofauny a celkové diverzity trypanosom nedoslo.

Pét znami zjisténych druhtt (MOTU) se shodovalo s morfologicky ¢i fylogeneticky
definovanymi druhy pochézejicimi z Ceska a Ukrajiny (7. loricatum, T. ranarum, T. rotatorium,
T. sp. “nautilus* a T. sp. “ring*) (Spodareva et al., 2018). Prvni molekularné charakterizovany izolat
T. rotatorium pochazi z Kanady (Clark et al., 1995), nicméné je fylogeneticky velmi vzdaleny
sekvencim evropskych 7. rotatorium (Spodareva et al., 2018 a tato studie). Jak jiz bylo uvedeno,
kvtli polymorfismu a pleomorfismu jsou pozorované morfotypy Casto nespravné zatazovany do
druhti, coz dvojnéasobné plati u druhu 7. rotatorium, protoze tato trypanosoma je uvadéna u ne€kolika
ruznych druht Zab po celém svété (Bardsley & Harmsen, 1973; Werner & Kirwin, 1993; Spodareva
et al., 2018). Jelikoz je T. rotatorium pivodné popsana z evropskych zelenych skokant (Mayer,
1843), Spodareva et al. (2018) se zcela odtivodnén¢ domnivaji, Ze kanadsky izolat predstavuje novy,
jesté nepopsany druh. Podobny scénai plati i pro sekvence evropskych a kanadskych zastupcu
T. ranarum, a to i pres jejich fylogenetickou blizkost (nicméné v piipadé kanadského izolatu

T. ranarum vstupuje do hry jesté velmi pochybna kvalita samotné sekvence).

Z celkového poctu nami detekovanych druhd jich je osm novych, dosud nepopsanych
(nepojmenovanych) a molekularné€ necharakterizovanych (jako MOTU). K druhu 7. loricatum, ktery
predstavuje dulezity ¢lanek vysvétlujici evolucni vztahy v ramci skupiny “Aquatic clade* (Spodareva

et al.,2018), ptibyly tfi dalsi druhy (7. sp. H, I a K) nachazejici se na bazi skupiny rybich trypanosom,
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které hypotézu o parafyletickém plvodu zabich trypanosom podporuji. Nékolik predchozich studii
sice chape skupinu zabich trypanosom jako monofylum (Ferreira ef al., 2007b, 2008, 2015; Attias
etal., 2016), nicméne vzhledem k fylogenetickému postaveni 7. loricatum a tfech nasich nové
detekovanych druhti se ukazuje, Ze se jedna spolecné s rybimi trypanosomami spise o parafyletickou
skupinu. Toto postaveni zabich trypanosom ukazuje, ze obojzivelnici jsou primarnimi hostiteli
trypanosom (Spodareva et al. 2018) a je tedy symbolické, Ze prvni trypanosoma byla objevena prave
u zab. Rybi trypanosomy se do svych hostitelt (zprvu sladkovodnich) ptenesli teprve sekundarné,
a to diky spole¢nému pienaseci, kterym jsou pijavice (Molyneux, 1977).

Dalsi novy druh, 7. sp. J, je sesterskd s trypanosomou 7. therezieni izolovanou z chameleona,
nicméné podpora této spole¢né skupiny je velmi nizka a pravdépodobné se jedna o arteficialni spojeni.
Pfibuznost chameleoni trypanosomy s trypanosomami z zab se vysvétluje nizkou hostitelskou
specifitou vektori (pravdépodobné komaril) mezi zabami a plazy vedouci k vymeéné hostitelti (Haag
et al., 1998). Zajimavé je postaveni druhu 7. sp. F, ktery zaujima sesterské postaveni (byt’ nestabilni)
k celému vodnimu kladu, a to ve vSech analyzach (ML, MP, Bayesovska analyza), a je tedy

jednozna¢nym kandidatem na celogenomové sekvenovani.

5.4 Hostitelska a geograficka specifita

Hostitelska specifita zabich trypanosom byla sice popsana v nékolika malo ptipadech, nicméné vzdy
v ramci Celedi, nikoliv druht. Urcita hostitelskd specifita byla zaznamenana u celedi Bufonidae,
Hylidae i Ranidae, kde trypanosomy nedokazaly experimentaln¢ infikovat druhy z fylogeneticky
vzdalenéjsich Celedi Zab (Anderson & Ayala, 1968; Reilly & Woo, 1982b; Martin & Desser, 1991b).
Mezi nimi byla testovana i1 kanadska 7. ranarum, kterd nedokdzala nakazit ropuchy ani rosnicky
(Martin & Desser, 1991b). Nase druhy trypanosom pochazeji sice z nékolika druhii skokand, nicméné
pouze jednoho rodu. Kdyz pominu T. sp. L, ktera byla detekovéna pouze v jednom jedinci a 7. sp. G
ve dvou jedincich, vSechny ostatni druhy trypanosom se vyskytovaly ve vice druzich skokant, a proto

se zd4, Ze minimalné v ramci rodu Pelophylax nejsou zjisténé druhy trypanosom druhové specifickeé.

Jediny rozdil je patmny z rozdilné dominance druhli u endemickych balkanskych skokant
P. epeiroticus a P. shgipericus oproti ostatnim sledovanym druhtim. U ostatnich druhli zfetelné
dominuji 7. loricatum, T. rotatorium a T. sp. “nautilus®“. U P. shgipericus dominuje hlavné 7. sp. E
a T.sp. F,u P. epeiroticus je zastoupeni trypanosom pestiejsi a oproti jinym druhtim skokanti je v ném
ve velkém zastoupen 7. sp. I a T. sp. H. JelikoZ se jedna o balkanské druhy skokantl, jejich rozdily by
se daly vysvétlit geografii, nicméné tfeti druh vyskytujici se na Balkdnském poloostrove,
P. kurtmuelleri (121 pozitivnich jedincl)), vykazuje podobné zastoupeni trypanosom jako
sttedoevropské druhy. Zjistény rozdil v zastoupeni trypanosom miZze byt zpiisoben i men$im poctem

detekovanych pozitivnich jedinch u P. epeiroticus (81) a P. shgipericus (24). VEétsi mnozstvi
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otestovanych jedinct by odhalilo, zda je odlisné druhové zastoupeni trypanosom typické pro tyto dva
zkoumané druhy skokand, ¢i se jednalo o vzorkovaci artefakt. Nutno ale poznamenat, Ze
P. epeiroticus hosti 10 druhi trypanosom, coz je nejveétsi mnozstvi mezi vSemi sledovanymi druhy
zab, coz miiZze souviset nejenom s geografii (na Balkdnském poloostrove je vétsi diverzita obecné,

viz nize), ale i s né¢jakymi (dosud neidentifikovanymi) aspekty jeho zptsobu Zivota.

S hostitelskou specifitou je vSak uzce spjata i geograficka specifita. Ve stiedni Evrop¢ byla
detekovana nizsi druhova diverzita trypanosom (celkem 8 druhil) nez na Balkanském poloostrove
(12). Na Balkanském poloostrové se jako jedina nevyskytovala T. ranarum, kterou jsme detekovali
pouze v Cesku a na Slovensku. V Evropé byl tento druh trypanosomy piivodné morfologicky popsan
z Némecka (Lankester, 1871) a nasledné byl molekularné potvrzen také v Cesku a na Ukrajiné
(Spodareva et al., 2018). Jeji geografické rozsiteni tedy zlstavd, z dosud neobjasnénych pficin,
omezené na stfedni Evropu. Geneticka diverzita paraziti (ale i hostiteld) mize odrazet historické
procesy jako je stiidani dob ledovych a meziledovych ve ¢tvrtohorach (Hewitt, 2000; Mikulicek ef al.,
2021). V dobé¢ glacialii dochazelo k ustupu druhti do klimaticky vhodnych refugiich v mediteranu,
odkud v interglacialech zase expandovali na izemi piedtim pokryté ledovcem. Jedno z jiznich refugii
predstavoval i Balkansky poloostrov (Stewart et al., 2010), kde dochazelo ke vzniku (¢i uchovani)
znacné genetické diverzity a zda se, ze toto refugium je zdrojem znacné ¢asti postglacialnich expanzi
na sever. Diky témto ¢tvrtohornim zménam ma jizni Evropa obecné vétsi genetickou rozmanitost
druht (Hewitt, 2000). Tento rozdil diverzity mezi sttedni Evropou a Balkanem mtize korespondovat
i s diverzitou parazitickych organismt v zavislosti na diverzité jejich hostitelt (Mikulicek et al.,

2021), coz potvrzuji 1 vysledky této diplomové prace.

5.5 Morfologie trypanosom v hostitelich a v kulture

5.5.1 Krevni formy

Detekované trypanosomy v této praci byly rozfazeny na Ctyfi rizné morfotypy, které byly nasledné
porovnany s jiz morfologicky popsanymi druhy trypanosom v Evropé u rodu Pelophylax a vSechny
byly piitazeny k diive popsanym druhim/MOTU (Mayer, 1843; Lankester, 1871; Spodareva et al.,
2018).

Morfotyp loricatum-like je rozdé€len na 3 varianty podle velikosti a tvaru, které jsou zafazeny
do jednoho morfotypu i na zakladé Molan et al. (1989). Tito autofi popisujici 7. loricatum
dokumentovali krevni formy tohoto druhu v rGznych velikostech a tvarech. Morfotyp T. rotatorium
byl rozdélen podle Spodareva et al. (2018) na dvé varianty: narrow form a broad form. Nicméng
morfotyp rotatorium-like narrow form byl s porovnanim s morfotypy u P. ridibundus v Irdku
podobny také T. neveuleimaire (Molan et al., 1989). Autofi ale trypanosomy popisovali pouze na

zékladé morfologie a my jsme 7. neveuleimare geneticky viubec nedetekovali. Dokonce
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T. neveulemaire podle popisu Barta et al. (1989) je morfologicky podobna spiSe nami ozna¢enému
morfotypu ring-like, ktery byl pojmenovan na zdklad€ podobnosti s 7. sp. “ring* (Spodareva et al.,
2018). Izolat T. neveulemaire z byvalé Jugoslavie je s 7. sp. “ring* fylogeneticky velmi piibuzny,
nicméné k tomuto izolatu pivodni morfologie pfifazena nebyla (Martin ef al., 2002; Spodareva ef al.,

2018).

V mnoha aspektech se zda, ze morfologické pojmenovavani druhti vede ke znacnym
zmatklim a nesprdvnému oznacovani druhd. Navic morfologie, kterou jsme pozorovali v nativnich
preparatech, je zcela rozdilnd od morfologie na trvalych preparatech. BohuZzel ani v této diplomové
praci jsme nedokazali ptifadit konkrétni morfospecies ke genospecies. Uz jen to, Ze geneticky bylo
detekovanych 13 druhl, nicméné morfotypy byly rozifazeny pouze do 4 skupin (s rozdélenim na
vSechny varianty do 7 skupin), znaci ze morfologie neni vhodné kritérium pro popis novych druhi,
ale ani k jednoznacnému pfifazeni ke stavajicim druhiim. To dokladd i Ferreira et al. (2007b)
v Brazilii, ktery odhalil celkem 11 morfotypt, které se liSily velikosti i tvarem nejen mezi
jednotlivymi druhy Zab a mezi jedinci téhoz druhu, ale dokonce i v ramci jednoho jedince. Na druhou
stranu pozorovali morfologicky podobné trypanosomy u riznych druhti ze stejnych i jinych Celedi
hostiteld. Nicméné¢ nejproblematictéjsi ¢asti pfi popisu morfologie krevnich stadii trypanosom
zustava skutecnost, ze u skokanti se ve vétsiné piipadl jedna o smésné infekce, a tak je pomérné

obtizné jednoznacné ptifadit ziskané sekvence k ptislusnému morfologickému typu.

5.5.2 Stadia v kulture

U krevnich morfotyptl jsou problematické hlavné vySe zminéné a velmi frekventované smeésné
infekce. Proto byl nas cil otestovat morfotypy kultur, které obsahuji pouze jeden druh, ktery po ¢ase
prevladne nad ostatnimi. Nicméné vSechny pozorované kultury obsahuji vicero morfologickych
forem a stadii parazitd, které se navic vzajemné podobaji napii€ testovanymi Ctyfmi druhy
trypanosom. Morfologie bun€k z kultur tedy neni vhodna k pouziti jejich vzajemného rozliSeni.
Podobné morfologické formy nami pozorované v kulturach se moc nelisi i od jiz popsanych (Ayala,

1971; Martin & Desser, 1991a; Lemos ef al., 2013; Attias et al., 2016).

5.5.3 RozliSeni druhti na zakladé velikosti kinetoplastu

Vzhledem kobtizné vyuzitelnosti morfologie krevnich stadii (smésné infekce apod.)
a nejednoznacnosti morfologicky vysoce variabilnich bunék v kulturach jsme se rozhodli otestovat,
zda se mezi jednotlivymi druhy, které byly k dispozici v kultufe, lisi struktura ¢i vzhled kinetoplastu.
Kinetoplast ma velmi variabilni tvar (zejména vysku) a v ramci rodu Trypanosoma se velmi lisi
velikosti a také poctem vrstev minikrouzkd. Nelisi se pouze mezi jednotlivymi druhy trypanosom

rtznych skupin obratlov¢ich hostitelt, ale i v rdmci stejné tfidy obratlovei (Lukes & Votypka, 2000;
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Votypka et al., 2002; Zidkova et al., 2012; Cooper et al., 2017). Vzhled i velikost kinetoplastu se lisi
také u zabich trypanosom (Martin & Desser, 1991a; Attias et al., 2016, 2022).

V ramci naSich méfreni jsme potvrdili, Ze vyska kinetoplastu je stalou veli¢inou, a tedy Ze se
u pfislusného druhu nelisi v pfipad¢ rlznych pasazi, geograficky vzdalenych kmenit, rGznych
genotypl, a dokonce ani mezi stadii z kultur a stadii v hmyzim pfenaseci (experimentalné
infikovanych komart). Tyto vysledky naznacuji, Zze vyska kinetoplastu je stabilni a vhodny
determinacni znak, jelikoZ je jeji hodnota stala. Otazkou zistava, zda je tomu tak i v ptipad¢€ krevnich
forem, ale ovéfeni této moznosti je v soucasné dob¢é metodicky témeét nemozné. Martin & Desser
(1991a) sice pozorovali rozdil ve velikosti kinetoplastu 7. fallisi v kultufe a v nakazené pijavici,
nicméné molekularni dikaz, Ze se jednalo o stejny druh, chybi.

Prestoze ultrastruktura kinetoplastu zabich trypanosom byla studovana v nékolika pfipadech
(Steinert, 1960; Desser, 1976; Martin & Desser, 1991a; Attias et al., 2022), pouze u T. herthameyeri
a T. fallisi byla méfena jejich vySka (Martin & Desser, 1990; Attias et al., 2016). U Zadnych
evropskych druhti nebyla doposud ultrastruktura studovana. My jsme porovnali vysku kinetoplastu
u péti druhti trypanosom, u kterych se navzajem signifikantné lisila. Trypanosomy T. loricatum
(142,9+33,4 nm) a 7. sp. H (180,0436,6 nm), které ob¢ vykazovaly klasickou jednoduchou diskovitou
strukturu kinetoplastu a jejich namétené vysky byly nejmensi, patéi zarovenn obé do skupiny
trypanosom fylogeneticky ptibuznych k rybim trypanosomam. Kinetoplast 7. sp. E (212,6+38,8 nm)
vykazuje 2 vrstvy minikrouzkd a 7. sp. “ring™ dokonce 3 vrstvy (301,1+66 nm) (viz tézZ Lukes§ &
Votypka 2000). I pies jejich rozdilné ultrastrukturalni rysy v poctu vrstev se jejich vyska nelisi o vice
nez 90 nm a navic se jednd o fylogeneticky pfibuzné druhy. Spole¢né s trypanosomou 7. ranarum
(549,2493,8 nm), u které¢ je kinetoplast odlisSny a napadné vyssi, patii sice do stejného kladu
(An0O4/Frog 1), ale jiného subkladu. Kinetoplast 7. ranarum je oproti ostatnim velmi vysoky
anevykazuje zadné vrstvy minikrouzkd. 7. fallisi, ktera je fylogeneticky piribuzna (sesterska)
T. ranarum, vykazuje sice mensi vysku kinetoplastu (388 — 425 nm), ale jejich struktura je podobna

(Martin & Desser, 1990).

V rozséahlé studii o ptacich trypanosomach byly izolaty rozd€leny do dvou skupin na zékladé
vySky kinetoplastu: izolaty s kinetoplastem pod 500 nm a nad 500 nm. Jejich vyska sice
neumoziovala identifikaci konkrétniho druhu, ale trypanosomy nélezici do jedné nebo druhé skupiny
byly fylogeneticky ptibuzné (Zidkova et al., 2012). Z naSich vysledkt je také patrné, Ze i u nami
studovanych zastupcii se vyskytuje urcity fylogeneticky vztah a podobna struktura anebo vyska
kinetoplastovych diskli. Druhti Zabich trypanosom se znamou vyskou a strukturou kinetoplasta je

vSak zatim pomérn€ malo, a proto bude nutné ziskat dalsi vysledky pro potvrzeni této hypotézy.

60



5.6 Experimentalni infekce komarti

Komaii rodu Culex territans jsou predpokladani vektofi trypanosom obojzivelnikt. Dikaz nepochazi
pouze z experimentalnich infekci (Desser et al., 1973), ale také z molekularnich studii, které dokazaly
pritomnost trypanosom nélezicich do “Aquatic clade* z nasaté krve volné odchycenych samic komara
spolecné s determinaci jejich zabiho hostitele (Bartlett-Healy ef al., 2009). Vzhledem k tomu, Ze tento
komaii druh pfednostné saje na obojzivelnicich (Savage et al., 2007), je lakan vokalizaci samcti Zab
(Bartlett-Healy et al., 2008) a vyskytuje se i v Cesku (Rettich et al., 2007), jsme se rozhodli s timto
druhem provést experimentalni infekce se ziskanymi druhy skokanich trypanosom. Bohuzel
kolonizace komart, respektive odchov dopadl neuspésné a my jsme proto museli upustit od
puvodniho planu. Pokusili jsme se proto o experimentalni infekce s druhy komart, které jsou na
katedie parazitologie bézné chovani, tedy Cx. pipiens f. molestus, Cx. quinquefasciatus a Aedes
aegypti.

Vsechny tii vySe zminéné druhy preferuji k sani teplokrevné hostitele jako jsou savci a ptaci.
Avsak naprtiklad ve studii hostitelskych preferenci Cx. quinquefasciatus v USA byla u 4 % nasatych
samic zjiSténa zabi krev (Savage et al., 2007). Také Aedes aegypti v laboratornich podminkach sal
v nékolika pripadech na zabach, jeho ochota sat se ale zvétSovala se zvySenou teplotou Zabich
hostitel (Causey, 1939; Willis, 1958; Bailey, 1962; Ramos & Urdaneta-Morales, 1977). Pres to, Ze
Bailey (1962) zminuje, ze v USA Aedes aegypti bézné saje v pfirozeném prostiedi na skokanech,
v rozsahlém prehledovém clanku o hostitelich téchto komard v Evropé Zzaby nejsou zminény
(Cebrian-Camison et al., 2020). Zda se v hostitelské preferenci komard Cx. pipiens f. molestus
objevuji zabi hostitelé, neni zndmo. Sani na zdbé bylo dokazano pouze pfi experimentalnich
infekcich, kdy komafi sali velmi neochotné, spise pod podminkou zvySenim teploty zaby elektrickou
lampou (Witenberg & Gerichter, 1944). Autofi, kteti sledovali vyvoj hlistice v komarovi, zmifuji, Ze
tento komar v pfirozeném prostiedi neni vhodny prenasec. Z toho vyplyva, ze Sance na prenos Zabich
trypanosom v pfirodé¢ je u téchto druht komarti miziva. Nicméné predpokladame, ze vyvoj
a lokalizace parazitt ve stfeveé komari by mohl byt obdobny jako v ptipadé prirozeného ptenasece.

Tuto nas$i domnénku potvrzuje i velmi podobny vyvoj Zabich trypanosom sledovany
v nékterych piipadech az do 100 hodin po sani experimentalné infikovanych mamaliofilnich komari
Aedes aegypti a Culex pipiens s porovnanim s batrachofilnim druhem komaéra Culex territans (Bailey,
1962; Desser et al., 1973; Ramos & Urdaneta-Morales, 1977). 1 pies to, Ze konkrétné u komara
A. aegypti sledovali autofi vyvoj trypanosom jen do defekace komart (tj. max. 60 hodin po séni),
neopodstatnéné€ uvadi, Ze jsou prenaseci zabich trypanosom (Bailey, 1962). Navic v jejich studii byly
ve stfevé komarti zaznamenany zbytky krve jest¢ 5 DPI. Autofi nepopisuji vyskyt trypanosom ve
sttevé po tomto kritickém dni (tedy dni defekace), a protoze paraziti mohou byt v tento moment
z hostitele vylouceni, je pfedasné uvazovat o moznosti zapojeni tohoto druhu koméra do prenosu

trypanosom. My jsme sice prokazali u nékterych druhti trypanosom (zejména T. ranarum,

61



T. sp. “ring“ a T. sp. E) vyvoj ve vSech sledovanych druzich komard, a to i po defekaci, nicméné
vzhledem k velmi malé az nulové pravdépodobnosti sani na zabach ve volné ptfirod¢, jsou tyto komaii
druhy sice moznymi, ale epidemiologicky nevhodnymi pfenaseci. Piesto nase vysledky naznacuji, ze
u téchto druhti trypanosom mohou hrat vhodné druhy komarii roli v jejich pfenosu mezi zabimi

hostiteli.

Nase vysledky experimentalnich infekci také ukazaly, Zze dva druhy trypanosom z péti
testovanych se ve stievé komari po jejich defekaci neuchytily. Jednalo se konkrétn€ o 7. loricatum
u komaru Cx. pipiens f. molestus a Cx. quinquefasciatus ao T. sp. Hu komaru Cx. pipiens f. molestus.
Jelikoz se pokusy z ¢asovych i dalSich divodi neopakovaly, neni vylouceno, Ze i ptfes totoznou
metodiku s ostatnimi druhy trypanosom se v pouzité kultufe nevyskytovaly spravné infekéni formy.
Dalsim vysvétlenim negativity infikovanych komari mtize byt neadaptibilita trypanosom na komari
prenasece, a tedy zapojeni jinych vektorti, pravdépodobné pijavic. Ostatni tii druhy se po defekaci ve
sttevé komara uchytily a je pravdépodobné, Ze jsou na pienos prostfednictvim komar adaptované.
Pitvané slinné zlazy byly ve vSech ptipadech negativni, proto k pfenosu pravdépodobné nedochazi
pfi samotném sani. Negativita slinnych zlaz byla dokumentovana i v nékolika dalSich studiich

(Bailey, 1962; Desser et al., 1973; Ramos & Urdaneta-Morales, 1977).

Experimentalni infekce s trypanosomou 7. ranarum ukézaly signifikantni rozdil v poctu
nakazenych samic v rdmci tfi testovanych druh komard. Experimentélni infekce byla provedena
dvakrat nezavisle pro druhy Cx. quinquefasciatus a A. aegypti a ttikrat pro druh Cx. pipiens
f. molestus. 1 ptes snahu o maximalné identické podminky a stejnou metodiku v ramci opakovanych
sani se vyskytly signifikantni rozdily v prevalenci, které mohly mimo jiné souviset se stavem kultur
paraziti apod. Prevalence trypanosom v komarech po defekaci u druhého (a na infekci tspésnéjsiho)
pokusu dosahovala 77 % u Cx. pipiens f. molestus, a byla signifikantné vy$si nez u 4. aegypti (34 %)
a Cx. quinquefasciatus (23 %). Pfestoze oba testovani koméafi rodu Culex patii do komplexu
Cx. pipiens, a pres zcela identické podminky v metodice nakazy, jsou jejich prevalence velmi
rozdilné. Toto zjisténi je jen obtizné vysvétlitelné, protoze lze predpokladat, ze fyziologické
a imunologické mechanismy budou u obou druhli téméf identické. Ve studii, kde probihala
experimentalni infekce soucasn€ u Cx. pipiens a A. aegypti, zaznamenali autofi mnohem vice
uchycenych trypanosom i jejich vyssi intenzitu u rodu Aedes (Ramos & Urdaneta-Morales, 1977),
coz je opét nepredpokladany vysledek. Nicméné Zadna studie nepopisuje rozdil mezi druhy rodu
Culex.

Vyvoj trypanosom v komarech jsme sledovali do 21 DPI, nicméné¢ ostatni studie
zaznamenavaly vyvoj v komarech maximaln€ do 100 hodin po sani, coZ je necelych 5 dni (Bailey,
1962; Desser et al., 1973; Ramos & Urdaneta-Morales, 1977). Vyvoj byl ovSem ve vSech ptipadech
popisovan podobné: tedy Ze trypanosomy se postupem ¢asu st€¢hovaly z midgutu do hindgutu, kde

infekce zlstavala. NasSe vysledky ukazaly stejny pribéh zmén v lokalizaci trypanosom v ramci
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komatiho stfeva. AvSak paty den po experimentalnim sani autofi zaznamenavali uz jen infekce
lokalizované v hindgutu, zatimco nase studie ukazala infekci v midgutu u druhu 7. sp. E jeste 12 DPI,
nicméné se jednalo jen o ojedinély ptipad. Od tohoto dne uz trypanosomy zlstavaly pouze v rizné
¢asti zadniho stfeva. Podobnd lokalizace nebyla zaznamenana pouze u komart, ale také u jinych
druhtt hmyzich ptenasecl. Vyskyt trypanosom ve stfednim a zadnim stfevé byl zaznamenan
u Corethrella wirthi (Johnson et al., 1993) a Lutzomyia vexator (Anderson & Ayala, 1968; Ayala,
1971). Pfenos u druhtl, kde vyvoj konci v zadni ¢asti stieva, je uvadén jako mozny prostifednictvim
pozteni komarti zdbami v prubéhu sani (Ramos & Urdaneta-Morales, 1977). Tento zptisob nakazy
byl experimentaln¢ prokazan u flebotomt, kdy nakazenym hmyzem krmili ropuchy, které se staly
pozitivnimi (Anderson & Ayala, 1968). U rodu Corethrella pravdépodobn¢ infekce zab probiha pies
defekaci uskute¢iniovanou jesté v prubéhu sani (Johnson et al., 1993; Borkent, 2008). Ob& moznosti
u komart podporuji fakt, ze komar Culex territans se krmi na zabach do Gplného nasati dlouhou dobu,
a to vice jak 40 minut (Reinhold et al., 2021). Tato dlouha doba sani umoznuje vylu¢ovani vody
v pribéhu sani (prediureze), ktera u komara Cx. territans pozorovana byla (Ferguson et al., 2013).
Tato tekutina mize obsahovat infek¢ni stadia parazita a tim nakazit hostitele. Vyskyt téchto forem
savCich druhti trypanosom byl potvrzen u koméara Aedes aegypti (Brotankova et al., 2022), a lze tedy

uvazovat o této formé prenosu také u zabich trypanosom.

Rozetovité utvary trypanosom byly v ramci této prace pozorovany pouze v zadni ¢asti stieva.
Nicméné autoii zkoumajici vyvoj trypanosom u 4. aegypti nalezli rozety uz par hodin po sani ve
sttednim stievé (Bailey, 1962; Ramos & Urdaneta-Morales, 1977), ovSem v hindgutu je pozorovali
také (Ramos & Urdaneta-Morales, 1977). Prestoze prichyceni trypanosom ke stén¢ stieva (zejména
hindgutu) pozorovano bylo a autofi predpokladali uchyceni trypanosom ke sténé stfeva pomoci
volného biciku (Bailey, 1962), detail pfichyceni byl pod elektronovym mikroskopem pozorovan
u zabich trypanosom pouze u pijavic (Desser, 1976). Autofi pozorovali pfipojeni trypanosom pomoci
biciku ke sténé travici soustavy pijavic prostiednictvim hemidesmosomt, stejné tak, jak jsme to
pozorovali i v nasi studii. Toto pfichyceni k chitinézni vystelce bylo popsano opakované a je zcela
bézné u riznych druhl pfenasecii savcich a ptacich trypanosom (Garcia & Azambuja, 1991; Votypka
& Svobodova, 2004; Brotankova et al., 2022).

Zda se, ze vyvoj riznych druhl trypanosom ve stfevé komari probihd viceméné podobné,
jelikoz zadné napadné rozdily v morfologii jsme nezaznamenali. Pozorované morfotypy se nelisily
ani mezi jednotlivymi druhy komard. Podobna morfologie s drobnymi rozdily byla zaznamenana
i v jinych studiich nejen v komarech, ale i ve flebotomech ¢i pijavicich (Anderson & Ayala, 1968;
Bailey, 1962; Martin & Desser, 1991a). Morfotypy trypanosom ze stfev komard jsou podobné
formam z kultur, coz odpovida predstave, ze kultivacni podminky davaji vznik vektorovym stadiim.
Martin & Desser (1991a) také pozorovali podobné morfotypy vektorovych stadii (v pijavici)

a v kultufe, avSak sné€kterymi ultrastrukturdlnimi rozdily, které vysvétluji moznym rozdilem
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v kultivaénich podminkach. Také Ayala (1971) zaznamenal vliv prostiedi na morfologii Zabich
trypanosom — stejny druh trypanosomy vykazoval patrné rozdily mezi dvéma typy média
a vektorovym stadiem. Kultivaéni podminky tedy znacné ovliviiuji morfologii, a proto buiiky
z vektort ¢i kultur nenesou dostatecné charakteristické znaky pouzitelné pro determinaci ptislusného

druhu trypanosom.
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6 Zaver
Celkem bylo zpracovano 981 jedinci zelenych skokanli pochazejicich ze stfedni Evropy
a Balkanského poloostrova a trypanosomy byly detekovany v 697 jedinci, coz predstavuje velmi
vysokou prevalenci (71 %). Signifikantni rozdil v nakaze byl zaznamenan ve vztahu k véku skokani,
kde dospéli jedinci byli infikovani signifikantné vice (75 %) nez juvenilové (49 %) a subadulti (45 %).
Naopak pohlavi hostitelti na celkovy vyskyt trypanosom nemélo vliv (samci — 72 %, samice — 74 %),
rozdil mezi pohlavim byl pozorovan pouze u druhit 7. sp. “ring“ a 7. ranarum, kde se tyto
trypanosomy vyskytovaly vice u samic. Byla také zaznamenéna vysoka mira smésnych infekci, které
ze vsech pozitivnich vzorki tvorily 71 % a bylo zjisténo az Sest druhii trypanosom v jednom jedinci.

Detekovano bylo celkem 13 druhti trypanosom a odhad druhové bohatosti predpoklada
maximalné o jeden druh vice. U péti z detekovanych druhti trypanosom se jedna o jiz uz diive popsané
¢i alesponi molekularné charakterizované zastupce (7. loricatum, T. ranarum, T. rotatorium,
T. sp. “ring* a T. sp. “nautilus‘), zbyvajicich osm je mozné povazovat za nové druhy (7rypanosoma
sp. E,F,G,H,I,J,KalL).

Dominantnimi druhy paraziti vyskytujicimi se u vSech druhii skokant jsou 7. rotatorium,
T. loricatum a T. sp. “nautilus“. Hostitelska specifita nebyla prokdzina ani u jednoho druhu
trypanosomy nebo skokana. Nejvétsi diverzita byla zaznamenéna u druhu P. epeiroticus, u kterého
bylo zjisténo celkem deset druhti trypanosom. Celkove vétsi diverzita trypanosom byla zaznamenana
na Balkénském poloostrove, kde se vyskytuje dvanact druhti, zatimco ve stiedni Evrop€ pouze osm.

Bohuzel jednozna¢ny vztah mezi morfospecies a genospecies nebyl v ramci této diplomové
prace popsan. Nicméné bylo potvrzeno, Ze morfologie krevnich forem ani stadii z kultur ¢i vektort
neni dostate¢né spolehlivym parametrem pro urcovani zabich druhid trypanosom. Morfotypy byly
zafazeny do Ctyf skupin (a celkem sedmi variant), coz neodpovida 13 molekularné detekovanym
druhtim trypanosom. Morfotypy se navic stoprocentné neshodovaly s pfedpokladanym genotypem
v zadném ze studovanych ptipadi. U péti kultivovanych druht (7. loricatum, T. ranarum,
T. sp. “ring®, T. sp. E a T. sp. H) byla méfena vyska kinetoplastu, ktera se mezi testovanymi druhy
vzajemné signifikantné lisi.

Z péti testovanych druhl trypanosom potvrdily experimentalni infekce vyvoj parazitd
v komarech Culex pipiens f. molestus u tii (T. ranarum, T. sp. “ring™ a T. sp. E) a je tedy mozné, ze
tyto druhy vyuzivaji pro svlj pfenos pravé komary. Trypanosoma 7. ranarum vykazovala
signifikantn€¢ vysS§i procento infekce u koméara Cx. pipiens f. molestus v porovnani
s Cx. quinquefasciatus a A. aegypti. Lokalizace vSech tfi druhd trypanosom se ve stfevé komart
v prib¢hu infekce premistila z midgutu do hindgutu, kde paraziti setrvali az tfi tydny od nékazy ve

volnych formach nebo rozetach pfichycenych ke sténé stfeva prostfednictvim hemidesmosomu.
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