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Abstrakt

Leishmanidza je lidské a zvifeci onemocnéni zplsobené jednobunéénymi dvojhostitelskymi
parazity rodu Leishmania, ktery je vsoucasné dobé rozdélen do 4 podrod( — L. (Leishmania),
L. (Viannia), L. (Sauroleishmania) a L. (Mundinia). Podrod Mundinia byl vytvoren teprve v roce 2016 a
momentalné zahrnuje pét druhl leishmanii - parazity divokych zvifat L. enriettii a L. macropodum a
tfi druhy patogenni pro ¢lovéka - L. martiniquensis, L. orientalis a zatim nepojmenovanou L. sp.
z Ghany. Geografické rozsiteni téchto druhd pokryva vSechny kontinenty kromé Antarktidy. Mezi
prenaseCe onemocnéni lze zaradit nejen flebotomy (Diptera: Psychodidae), jak je tomu u ostatnich
podrodl leishmanii, ale unikatné i tipliky (Diptera: Ceratopogonidae). U vétSiny druh( ale nejsou

potvrzeny konkrétni druhy pfenasecl a stejnou neznamou jsou i jejich rezervoarovi hostitelé.

NapIni této diplomové prace bylo testovani mozZnych prenasecl, potencionalnich
modelovych organism( (morcat) a rezervoarovych hostitelll vSech péti druhG podrodu Mundinia
pomoci experimentalnich infekci. Pro testovani vyvoje v prenasecich jsme vyufzili tfi druhy flebotomu,
které sdileji geografické rozsiteni s témito leishmaniemi a byli k dispozici v nasem insektariu. Jelikoz
flebotomové z Australie nebyli nikdy kolonizovani, v pfipadé australské L. macropodum byl pouzit
permisivni druh Lu. migonei. Leishmania enriettii a L. macropodum nepriezivaly defekaci v Lu.
migonei, stejné tomu bylo u L. sp. z Ghany v P. duboscgi. Na druhou stranu, v asijském P. argentipes
dokdzala Leishmania martiniquensis z Martiniku tvofit zralé infekce s kolonizaci stomodeadlni valvy
v 7 % samic pitvanych 8 dni po sani a L. orientalis dokonce v 21,5 % samic, pfitomna zde byla
i metacyklicka infekéni stadia. Je tudiz pravdépodobné, Ze P. argentipes by mohl fungovat jako
prenasec L. orientalis. V ptipadé L. martiniquensis neni jeho role vyloucena, ale velmi pravdépodobné
se nebude jednat o hlavniho prenaSeée uZ proto, Ze vychodoasijsky izolat L. martiniquensis nebyl

schopen vytvofit v P. argentipes pozdni faze infekce.

Modelové organismy, nezbytné pro zakladni vyzkum, nejsou pro leishmanie podrodu
Mundinia znamy, s vyjimkou morcete (Cavia porcellus) jako jediného popsaného hostitele L. enriettii.
Pomoci experimentalnich infekci jsme testovali, zda morc¢ata mohou slouzit jako modelové organismy
také pro ostatni zastupce podrodu. Vysledky svédci o tom, Ze morce neni pro tyto leishmanie vhodny
model. Kromé docasné tvorby suchych lézi u zvifat nakazenych L. orientalis nevyvolala Zadna dalsi
leishmanie s vyjimkou L. enriettii vnéjsi pfiznaky onemocnéni a leishmanie nebyly schopny v morceti
prezivat a diseminovat do dalich ¢asti téla. Zadné ze zvitat, kromé téch nakazenych L. enriettii, navic

nebylo infekéni pro flebotomy pti provedenych xenodiagnostikach.

Leishmania sp. z Ghany zpUsobuje u mistnich lidi kutanni formu onemocnéni a je tudiz

dilezité odhalit jejiho pfirozeného rezervoarového hostitele. Testovali jsme proto hostitelskou



kompetenci dvou druh( subsaharskych hlodavcl, Arvicanthis niloticus a Mastomys natalensis, ktefi
jsou v endemickych oblastech velmi pocetni a Ziji Casto v blizkosti lidskych sidel. Ukdzalo se vsak, ze
tato zvirata nejsou s nejvétsi pravdépodobnosti zapojena do zZivotniho cyklu tohoto druhu
leishmanie, nebot zvifata nebyla béhem pokusu infekéni pro flebotomy a po ukonceni experimentu
byla DNA leishmanii identifikovdna pouze u jedné z mastomysi. Na druhou stranu, mohou zfejmé

dobfre slouZit jako rezervoarovi hostitelé L. major.



Abstract

Leishmaniasis is a human and animal disease caused by digenetic parasites of the genus
Leishmania, which is now divided into 4 subgenera - L. (Leishmania), L. (Viannia),
L. (Sauroleishmania) and L. (Mundinia). Subgenus Mundinia was established in 2016 and consists of
5 species - L. enriettii and L. macropodum are parasites of wild mammals and L. martiniquensis,
L. orientalis and unnamed L. sp. from Ghana are infectious to humans. Mundinia are geographically
widely dispersed, their distribution covers all continents, except of Antarctica. Despite phlebotomine
sand flies (Diptera: Psychodidae) also biting midges (Diptera: Ceratopogonidae) are supposed to be
involved in transmission of these species, which is a unique feature for this subgenus. But there is
little to no current information on natural reservoir hosts and vector species for any Mundinia

species.

In this thesis we tested possible vectors and potential model organisms (Guinea-pigs) and
reservoir hosts of Mundinia species by experimental infections. We used 3 sand fly species sharing
geographical distribution with respective Mundinia species and available in our laboratory for
experimental infections. Sand flies from Australia had never been colonised so we used the
permissive vector Lu. migonei for testing development of L. macropodum. Leishmania enriettii and
L. macropodum did not survive defecation of Lu. migonei and the same trend was observed in
P. duboscqi infected with L. sp. from Ghana. On the other hand, L. martiniquensis from Martinique
Island and L. orientalis developed late stage infections in 7 % and 21.5 % of P. argentipes females
8 days post blood meal, respectively. Presence of metacyclic forms in gut smears from females
infected with L. orientalis was detected. Based on these results, we suggest involvement of
P. argentipes in transmission of L. orientalis. Its important role in transmission of L. martiniquensis is
less probable, taking in account that experimental infections with Asian isolate of L. martiniquensis

did not bring positive results.

Model organisms, which are crucial for basic research, are not available for L. (Mundinia)
species with the only exception of Guinea pig for L. enriettii. We tested Guinea pigs as model
organism for other Mundinia species using experimental infections. Our results do not support
suitability of Guinea pigs for this purpose since no external signs of infection were observed in tested
animals (with the exception of temporary dry lesions on ears inoculated with L. orientalis),
leishmania parasites did not survive and disseminate in bodies of Guinea pigs and these animals were

not infectious for sand flies.

Leishmania sp. from Ghana is the causative agent of human cutaneous leishmaniasis so

identification of its reservoir host is very important. We tested host competence of two sub-Saharan



rodents, Arvicanthis niloticus and Mastomys natalensis, which are very abundant in endemic
localities and live in close vicinity to human settings. Our results do not support their involvement in
the life cycle of this leishmania since animals were not infectious to sand flies and we detected only
very small numbers of parasites in only one Mastomys natalensis by the end of the experiment. On

the other hand, they could probably serve as a good reservoir hosts for L. major.



Seznam zkratek

A. — Arvicanthis

AMG — abdomindlni mezenteron (abdominal midgut)
C. - Cavia

GPI — glykofosfatidylinositol

L. - Leishmania

LPG — lipofosfoglykan

Lu. — Lutzomyia

M. - Mastomys

P.— Phlebotomus

Pl — po infekci

PCR — polymerazova retézova reakce (polymerase chain reaction)

RH — rezervodrovy hostitel
SV — stomodealni valva
TAE — Tris-Acetat-EDTA

TMG — thorakalni mezenteron (thoracic midgut)
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1. Uvod a cile prdce

Leishmanidza je lidské a zvifeci onemocnéni zplsobené jednobunéénymi dvojhostitelskymi parazity
rodu Leishmania (Kinetoplastida) prenasené flebotomy, dvouktidlym krevsajicim hmyzem z celedi
Diptera: Psychodidae (Phlebotominae), a pravdépodobné i tipliky (Diptera: Ceratopogonidae).
Vyskytuje se v tropickém a subtropickém pasu celého svéta a na jihu mirného pasu s tendenci Sifit se

stale severnéji.

Donedavna byl rod Leishmania rozdélen do tfi podrodl — Leishmania, Viannia a
Sauroleishmania. V roce 2016 vsak byl ustanoven Ctvrty podrod — Mundinia, ktery se odstépuje
na bazi fylogenetického stromu tohoto rodu a zahrnuje nyni 5 druhi. Leishmania enriettii a
L. macropodum jsou parazité zvitat, konkrétné L. enriettii byla nalezena v morcatech a
L. macropodum je jediny druh leishmanie vyskytujici se v klokanech. Leishmania martiniquensis,
L. orientalis a do data sepsani této prace zatim védecky nepojmenovany druh leishmanie z Ghany,
jsou schopny vyvolavat rGzné formy onemocnéni iu Clovéka. Vyjimecné je geografické rozsifeni
jednotlivych druhd, nebot se tito parazité vyskytuji napfi¢ véemi kontinenty, kromé Antarktidy. Tato
skutecnost je pfipisovana praveé stari této skupiny, kdy se predpokladd, ze za celosvétovou distribuci
téchto druh( stoji rozpad Gondwany na dnesni kontinenty a nasledna speciace plvodniho predka
na jednotlivé druhy. Leishmania enriettii byla dosud zaznamendna pouze v Brazilii, L. macropodum je
jediny druh leishmanie vyskytujici se na uzemi Australie, L. martiniquensis je pravdépodobné
kosmopolitni druh, nebot byla izolovdna na ostrové Martinik, na Floridé, ve Svycarsku, Némecku
a Thajsku. Leishmania orientalis se vyskytuje v Thajsku a posledni druh leishmanie byl izolovan
v Ghané. Prenaseci téchto druhl nejsou s jistotou znami. K definitivnimu potvrzeni prenasece ma
vsak velmi blizko Leishmania macropodum, ktera je velmi pravdépodobné prendsena tipliky rodu
Forcipomyia (Lasiohelea), coz je naprosto vyjimecny jev ve svété leishmanii a vnasi novy pohled a

smér v hledani vektor(i parazit z podrodu Mundinia.

Tato diplomova prace je zaméfena pravé na podrod Mundinia, jehoZ vySe popsané aspekty
vyvolavaji jistou auru tajemstvi kolem téchto druhl a spoustu otazek, které zatim nebyly
zodpovézeny. Co je prenasecem? Co je rezervoarovym hostitelem téchto druh(? Lisi se néjak genom

téchto leishmanii od ostatnich a maji tyto zmény vliv na cyklus téchto druht v pfirodé?



Cile prace

* Experimentalni infekce flebotomU s cilem otestovat, zda jako prenaseci Leishmania enriettii,
L. martiniquensis, L. orientalis a L. sp. z Ghany mohou slouZit nékteré druhy flebotomd, které
Ziji v aredlech vyskytu danych druh( leishmanii, a jejichZ kolonie jsou k dispozici na katedre

parazitologie (Lutzomyia migonei, Phlebotomus argentipes, P. duboscqi).

* Experimentalni infekce morcéat s cilem ovéfit, zda se L. macropodum, L. martiniquensis,
L. orientalis a L. sp. z Ghany vyvijeji v tomto zvifeti obdobné jako L. enriettii, pro kterou je

morce domdci jediny vhodny popsany hostitel.

*  Experimentdlni infekce Arvicanthis niloticus a Mastomys natalensis s cilem otestovat, zda tito

hlodavci mohou slouzit jako pfirozeni hostitelé ghanského druhu.

* Celogenomova sekvenace a srovnani genomu L. (Mundinia) s ostatnimi podrody rodu

Leishmania.




2. Literdrni prehled

2.1. Leishmanioza

Leishmanidza je lidské a zvifeci onemocnéni zplsobené jednobunéénymi parazity rodu Leishmania.
Tento rod charakterizuje digeneticky Zivotni cyklus — leishmanie koluji v pfirodé mezi pfirozenymi
rezervoarovymi hostiteli, kterymi jsou savci, v pfipadé podrodu Sauroleishmania plazi, a dvoukfidlym
krevsajicim hmyzem rodd Phlebotomus ve Starém svété a Lutzomyia v Novém svété (Diptera:
Psychodidae). V posledni dobé se ale ukazuje, Ze do tohoto cyklu mohou byt zapojeni i tiplici

(Ceratopogonidae), ktefi prenaseji L. macropodum mezi klokany v Australii (Dougall et al. 2011).

Z medicinského hlediska je duleZitych zhruba 20 druhl leishmanii, které zplsobuji lidské
onemocnéni. Podle projevl lze leishmanidzu rozdélit na formu kutanni, difuzni kutanni, muko-
kutanni a visceralni. Pfi kutanni formé dochazi k vyvinu koZni léze v misté inokulace leishmanii.
Difuzni kutanni forma se také projevuje vyvinem koZnich lézi, ty vSak nejsou lokalizovany pouze
v misté inokulace, nybrz se Sifi po vice mistech téla. Muko-kutanni forma zplsobuje deformaci a
destrukci mékkych tkani — sliznic a chrupavek. Pfi visceralni formé pak dochazi k invazi leishmanii
do vnitfnich organt. Nejcastéji byvaji postizena jatra, slezina a kostni dfen. Tato forma onemocnéni
je bez odpovidajici zdravotni péce smrtelnd. Naprostd vétSina hlasenych pripadd visceralni

leishmanidzy pochazi z Brazilie, vychodni Afriky a indického subkontinentu (Alvar et al. 2012).

V endemickych oblastech Zije odhadem 1 miliarda lidi, z nichZ se kazdy rok nakazi zhruba 1,2
milionu. Uvadi se, Ze kaZdy rok pfibude pfiblizné 300 000 pfipadl viscerdlni formy, z nichZz kolem
20 000 skonci smrti. Tato ¢isla mohou ale byt, vzhledem k rozsifeni v nejchudsich oblastech svéta se

Spatnou dostupnosti lékaiské péce, znacné podhodnocena (WHO, 2010).

V sav¢im hostiteli se leishmanie vyvijeji intraceluldrné v makrofazich ve formé amastigott
(kratka ovalna forma bez viditeIného biciku), ktefi jsou béhem sani prenasece nasati spolec¢né s krvi.
Bé&hem nékolika hodin po sani se v téle flebotoma kolem nasaté krve vytvofi peritrofickd matrix
(chitindzni obal vylucovany burikami stfevniho epitelu). Zde dochazi ktransformaci amastigotd
na promastigoty (protahld, bicikata forma). Procyklicti promastigoti se intenzivné mnozi a béhem
rozpadu peritrofické matrix se méni na dlouhé nektomonady, které se pomoci bic¢iku dokazou
pfichytit na sténu stfeva flebotomu, ¢imZ zabrani svému vydefekovani se zbytky nestravené krve.
Nasledné dochazi k anteriorni migraci leishmanii do thorakalniho mezenteronu (thoracic midgut,
TMG). Zde jsou majoritné zastoupeny kratké leptomonady, které se déli a nasledné preménuji na dvé
dalsi formy — pfisedlé haptomonady, které interaguji s chitinovou vystelkou stomodedlni valvy a
volné, kratké metacyklické promastigoty (shrnuto v Ramalho-Ortigao et al. 2010; Dostéalova, Volf

2012). Ti jsou diky dlouhému biciku velmi mobilni a vysoce infekéni pro savciho hostitele, a pravé
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jejich pritomnost je jednim z hlavnich markert schopnosti flebotoma prenaset leishmanie, spolu
s uspésnou kolonizaci stomodealni valvy. Pfi prenosu do hostitele sileishmanie pomahaji dvéma
hlavnimi zplGsoby — destrukci chitinové vystelky stomodedlni valvy pomoci chitindz (Rogers et al.
2008) a tvorbou gelovité zatky (tzv. promastigote secretory gel — PSG) v TMG (Stierhof et al. 1999;
Rogers et al. 2002). Diky témto kroklm jsou pfi sani flebotoma regurgitovany metacyklické formy
do savciho hostitele, kde dochazi k jejich fagocytéze burikami imunitniho systému. Findlni lokalizaci
leishmanii jsou makrofagy, kam se dostéavaji bud’ pfimo nebo pasazi pres neutrofily. Funkci makrofagt
je destrukce cizorodych castic a patogenu. Leishmanie si ovSsem vyvinuly zpUsoby, jak se této
destrukci branit, a naopak vyuZivaji makrofagy pro své mnoZeni ve formé amastigotl, ve které
se inokulované metacykly rychle méni (shrnuto v Obr. 1) (Sharma, Singh 2009; Ramalho-Ortigao et al.

2010).

V posledni dobé se ale ukazuje, Ze vyvoj leishmanii v prenaseci bude jesté o néco sloZitéjsi,
nebot Serafim et al. 2018 dokazali, Ze pti opakovaném sani dochazi ve flebotomech k dediferenciaci
metacyklickych stadii na tzv. retroleptomonadové stadium. V této fazi jsou leishmanie opét schopny
se mnoZit a vytvaret tak silnéjsi infekce prenasecd s vyssim poctem infekénich stadii. Tento proces
nakonec vede k zvyseni infekéni davky s vyssim podilem metacyklG a k zvyraznéni projevi infekce

u hostitele (Serafim et al. 2018; Giraud et al. 2019).

o Sédni pfenasete a injikace Fagocytéza nebo
leishmanii do hostitele e invaze promastigotd

do fagocytujicich bunék
Déleni ve stievé, dalsi
vyvoj a anteriorni migrace

\%/

T

o Transformace amastigoti na promastigoty
ve stievé pienaete

\"%@
AT
e W
e Unik z parazitovanych bunék ¥
e Amastigoti jsou nasdti pi

Transformace promastigoti

na amastigoty
Vyvoj v pienaseci Vyvoj v hostiteli A

MnoZeni amastigotii v burikich v riiznych
organech a infekce dalSich bunék

A: Infekéni stadium
A= Diagnostické stadium

Obr. 1 —Vyvoj leishmanii v pfenaseci a hostiteli.

(pfevzato a upraveno z https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html)


https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html

2.2. Alternativni pfenaseci leishmanii
Jesté donedavna platil vyrok, Ze jsou leishmanie prenaseny vyhradné flebotomy rodd Phlebotomus
ve Starém svété a Lutzomyia v Novém svété, v pripadé L. (Sauroleishmania) rodem Sergentomyia, ale

ukazuje se, Ze situace mlze byt mnohem komplikovanéjsi.

Na svété se vyskytuje vice nez 800 druh( flebotom{, z nichz pfiblizné 100 prenasi leishmanie
a pouze cca 30 druht je medicinsky vyznamnych. Flebotomové Starého svéta obyvaji poustni a semi-
aridni habitaty, zatimco novosvétské druhy se vyskytuji v pralesich a v lesnich zénach. Obecné vzato
jsou flebotomové rozsireni v tropickych, subtropickych a pfipadné teplych oblastech mirného pasu
celého svéta. Lihnisté larev tohoto hmyzu jsou charakterizovana pfitomnosti pldy s vysokym
obsahem organickych zbytk(l a jsou to typicky nory hlodavci, termitisté atd. Flebotomové nejsou
dobfi letci, a tak je pfitomnost lihnist v blizkém okoli lidskych sidel jednim z hlavnich faktor(
v prenosu leishmaniézy. Medicinsky nejvyznamnéjsimi prenaseci lidskych leishmanii jsou P. duboscgqi,

P. papatasi, P. argentipes, P. sergenti, P. perniciosus a Lu. longipalpis (shrnuto v Maroli et al. 2013).

V poslednich letech, hlavné diky rozvoji molekularné biologickych metod detekce DNA,
se upind stale vétsi pozornost kzapojeni tzv. alternativnich prenasecd leishmanii, nebot DNA
leishmanii byla nalezena v rGznych krevsajicich bezobratlych. Tento fakt ovsem nevypovida o jejich
schopnosti parazita prenaset. Proto, aby mohl byt néjaky druh bezobratlého oznacen jako prenasec
leishmanidzy, musi byt splnéno nékolik bodU, které se souhrnné oznacuji jako kritéria kompetence

prenasece. Ready (2013) stanovil nasledujicich 7 bodu:
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e Promastigoti byli opakované izolovani zjednoznacné uréenych, volné Zijicich jedincl
moznych pfenasecy, ktefi v sobé nemaji Cerstvé zbytky krve (méné nez 36 hodin staré).

e Infekéni formy nebo vyrazné mnoZeni parazitl bylo pozorovdno v anteriornim mezenteronu
a na stomodealni valvé volné Zijicich jedinc nebo jedincd chovanych v koloniich
po xenodiagnostickych pokusech.

e Vektor je pfitahovan a bézné saje na ¢lovéku nebo jiném rezervoarovém hostiteli.

e Vektor se vyskytuje ve stejném prostiedi (biotopu) jako rezervoarovy hostitel a je mezi nimi
silny ekologicky vztah, véetné sezénni dynamiky vyskytu.

e Vlaboratornich podminkach se podafil experimentalni pfenos infekce z/na rezervoarového
hostitele nebo plnohodnotny laboratorni model.

e Za pouziti retrospektivnich dat byl vytvoren matematicky model, ktery demonstruje, Ze dany

vektor je esencidlni pro udrieni pfenosu patogenu v dané oblasti s/bez zapojeni dalSich

druhl vektoru.



e Byl vytvofen matematicky model, ktery demonstruje, Ze v pfipadé signifikantniho snizeni
poctu prfenasecl dojde i k odpovidajicimu sniZzeni poctu novych pripadll onemocnéni v dané

lokalité.
Nicméné posledni dva body jsou spiSe hypotetické a jejich vyuZiti v praxi zatim neni mozné.

Jako alternativni pfenaseci leishmanii byly testovani tiplici, blechyklistata. VSechny tyto skupiny
bezobratlych béhem svého Zivota opakované saji na svych savcich hostitelich, a tak by se, v ptipadé

splnéni vyse uvedenych podminek, mohlo jednat o dobré prenasece.

Klistata (Chelicerata: Acarina) prenaseji ve volné pfirodé mnoho lidskych i zvifecich nemoci jako
napfiklad lymeskou borelidzu, klistovou encefalitidu, babezidzu, rizné typy hemoragickych horecek,
anaplazmozu a ehrlichiézu. Jejich role v prenosu leishmanii byla v neddvné minulosti intenzivné
zkoumana. Neni divu, klistata jsou velmi dobrym pfenaSecem rlznych onemocnéni hlavné diky
intraceluldarnimu traveni, a tudiz nizkému mnozstvi volnych protedz v travicim traktu. Prenosu dale

nahrava i potreba klistat sat vicekrat béhem Zivotniho cyklu.

Nejvice experimentl bylo provedeno na druhu Rhipicephalus sanguineus, klistéti vazaném
na psy, které se vyskytuje kosmopolitné, casto i v endemickych oblastech vyskytu L. infantum, jejimz
hlavnim hostitelem je pravé pes. Zda se, Ze mezi témito klistaty (sbiranymi ovSem primarné
z nakazenych ps) je pomérné vysoka prevalence leishmanii, nebot napriklad pfi testovani lokalit na
jihu Itdlie a v Brazilii byla pfitomnost DNA leishmanii potvrzena v 12,3 % klistat z Brazilie a také v blize
nespecifikovaném mnozstvi klistat z Itdlie, nebot zde byla klistata testovana v poolech po 5 jedincich.
Dva pooly byly pozitivni a ve studii neni uvedeno, kolik pooll bylo vytvofeno. Klistata byla pfi sani
obrana ze pslt a nasledné byla provedena PCR, kterd identifikovala pritomnost kDNA leishmanii
(Dantas-Torres et al. 2010a). V jiné studii byly provedeny i peritonedlni a perordlni infekce kieckl
homogendatem infikovanych klistat a po Sesti mésicich byly provedeny pitvy a naslednd PCR a
serologické testy. Vice nez 60 % kreckd infikovanych peritonedlné a 40 % kreck( infikovanych
peroralné bylo pozitivnich na pfitomnost DNA leishmanii (Coutinho et al. 2005). Tyto testy ovsem
nepotvrzuji schopnost klistat pfenaset leishmanie, nebot pro nakazu kfeckd byla pouzita klistata
Cerstvé nasatd na psech, v nichZz pritomnost Zivych leishmanii (pravdépodobné amastigotd) neni
prekvapujici. Studie tedy nedokazuje schopnost parazita preZit v klistatech ekdyzi nebo alespori
straveni krve. Na preZiti ekdyze klistat byla zamérena jinad prace — Colombo et al. (2011) detekovali
RNA leishmanii v klistatech po ekdyzi, podle téchto autor( jsou tedy leishmanie schopny prezit
v klistatech i bez pfitomnosti krve. BohuZel nebyly provedeny pitvy klistat, a tak neni zfejmé, kde a
v jakém mnozstvi se leishmanie vyskytovaly. Néktefi autofi popisuji i transovarialni prenos leishmanii

v klistatech, protoze identifikovali kDNA ve vaji¢kach infikovanych samic (Dantas-Torres et al. 2010b),



coz je sice zajimavé zjisténi, ale opét nic nefika o schopnosti dalSiho prenosu. Navic pritomnost kDNA

ve vajickach nemusi znamenat, Ze jsou leishmanie Zivotaschopné.

Pravdépodobné nejzajimavéjsich vysledkd, co se prenosu tyce, dosahla studie (dizertacni prace)
provedend v 80. letech minulého stoleti, kdy autor nasal nymfy klistat na infikovanych psech a nechal
je vyvinout do stadia dospélcud. Tato klistata poté sala na dvou imunosuprimovanych nenakazenych
psech. Po 4 tydnech byla na téchto psech nasata zdrava klistata. Ve skupiné klistat satych na jednom
z téchto psu, ktery mél pozdéji pozitivni vysledky na pfitomnost leishmanii, byla objevena nakazena
klistata (McKenzie, 1984). Bohuzel tato studie nebyla zopakovana na vétsim poctu jedincd ani
publikovana v odborném casopise, a tudiz ji nelze prikladat zdsadni vahu. Navic schopnost nakazit

takto imunosuprimované psy pravdépodobné nesimuluje situaci ve volné pfirodé.

Z uvedenych vysledkl predeslych studii vyplyva, ze klistata nelze jednoznacné zavrhnout coby
prenasece leishmanii ve volné pfirodé, ale dikazy o jejich zapojeni do prenosu tohoto parazita

rozhodné zatim nejsou dostatecné.

Velmi obdobnd je situace i v pripadé blech (Insecta: Siphonaptera). Byly analyzovany blechy,
které saly na infikovanych psech, ve kterych byla nasledné identifikovdna DNA L. infantum (Colombo
et al. 2011; Coutinho a Linardi 2007; Ferreira et al. 2009). Byly provedeny i Uspésné experimentalni
infekce kfeckl homogendtem nakaZzenych blech podobnou metodikou, jako ve vysSe popsané studii
na klistatech provedenou Coutinho et al. 2005 (Ferreira et al. 2009). Tyto testy ale pouze dokazuji, Ze
jsou blechy schopny nasat leishmanie spolecné s krvi infikovaného hostitele a parazité jsou poté
v blechach schopni alesponn po néjaky cas prezit. Nebyly ovSsem provedeny pitvy blech ani

experimenty, kdy by nakazené blechy sdly na zdravych psech, u kterych by se poté rozvinula infekce.
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minulého stoleti, ale vzhledem k tomu, Ze na pacientech s viscerdlni leishmanidézou zplsobenou
L. donovani nebyla po sdni objevena Zadna infikovana samice tiplika, zatimco 25 % samic
P. argentipes infikovanych bylo (Christophers et al. 1925), bylo od takového vyzkumu na dlouhou
dobu upusténo. V posledni dobé se ale tiplici znovu vraceji do povédomi védci jako mozni prenasedi,
a to hlavné diky australskému zastupci podrodu Mundinia. Byli totiz identifikovani jako
nejpravdépodobnéjsi vektofi L. macropodum, kterd zpUsobuje kutanni a muko-kutanni leishmanidzu
klokan v Australii (Rose et al. 2004). Terénni vyzkum australskych autorl odhalil pfitomnost
L. macropodum u 5,8 % tiplikQi rodu Forcipomyia (Lasiohelea), zatimco vsichni odchyceni flebotomové
byli negativni (Dougall et al. 2011). DdlezZité je, Ze béhem této studie byly provedeny i pitvy, pfi
kterych byla prokdzana ptritomnost metacyklickych stadii a pozorovdna kolonizace stomodealni valvy

tiplik leishmaniemi, coZ je jeden zhlavnich markerl schopnosti prenosu téchto parazitG.



V jiné laboratorni studii bylo dokazdno, Zze se v tiplicich Culicoides sonorensis UspéSné vyviji a
kolonizuje stomodealni valvu i L. enriettii. Zda se ovsem, Ze tiplici budou zapojeni pouze do cyklu
leishmanii podrodu Mundinia, nebot experimentalni infekce tiplika druhy leishmanii z jinych podrodi
byly neldspésné a parazité byli ve vétsiné pripadl vydefekovani se zbytky nestravené krve (Seblova et

al. 2015).

2.3. Modelové organismy

Vyuziti modelovych organisml je nezbytnym predpokladem pro zakladni laboratorni vyzkum
parazitdrnich onemocnéni. Dobry modelovy organismus pro studium lidskych onemocnéni by mél
vykazovat podobné imunitni a patologické projevy jako ¢lovék. V pfipadé leishmaniéz se vyuziva celé
spektrum rdznych modeld, a to hlavné kvili velké variabilité patologickych projevi mezi jednotlivymi
druhy leishmanii a velkym mezidruhovym rozdiliim ve schopnosti nakazit rGzné druhy zvitat. VyuZivaji

se hlavné hlodavci, ale i psi, primati a dal$i druhy savcli (Hommel, 2016).

Mezi nejvyuzivanéjsi hlodavce patfi, tak jako v celém biomedicinském primyslu, laboratorni
mysi, u kterych lze vyuZit rizné kmeny sjasné definovanym fenotypem. Pro studium kutanni
leishmanidzy zpGsobené L. major se hojné vyuzivaji nachylné BALB/c mysi, které jsou vsak schopné
vyvinout efektivni imunitni odpovéd vici L. donovani. Naopak C57BL/6 mysi rezistentni viéi L. major
tvori chronické léze pfi infekci L. amazonensis (shrnuto v Loria-Cervera 2014). Pro vyzkum visceralni
leishmanidzy plsobené L. donovani a L. infantum je pak, kvlli podobnym klinicko-patologickym
projevim jako u ¢lovéka, hojné vyuzivan kiecek Mesocricetus auratus (Melby 1998), ktery se pouziva
i pro studium kozni formy onemocnéni zplsobené L. amazonensis (Robledo et al. 2012). Jak jiz bylo
feceno, jako modelovd zvifata pro studium leishmanidz neslouzi pouze hlodavci a napfiklad pro
visceralni leishmanidzu plsobenou L. infantum se Casto vyuZivaji psi, ktefi jsou jejim prFirozenym

rezervoarem (Moreno 2002).

Dalsim zvifetem, které je v biomedicinském prdmyslu hojné pouzivano, je morce (Cavia
porcellus), které bylo testovano jako potencialni laboratorni model pro studium leishmanii podrodu
Mundinia béhem této diplomové prace. Tuto variantu jsme vybrali hlavné kvili tomu, Ze morce je
jedinym popsanym a zaroven dobre dostupnym hostitelem pro néktery z druhl L. (Mundinia)
(Paranaiba et al. 2018). Naopak vicéi L. braziliensis jsou zfejmé morcata rezistentni (Paula et al.

2005).



2.4. Rezervodrovi hostitelé
Leishmanidza je typicky priklad onemocnéni, v jehoZ kolobéhu jsou zapojeni tzv. rezervoarovi
hostitelé (RH). Jak uz nazev vypovida, jedna se o zvifata, diky kterym patogen dlouhodobé cirkuluje

ve volné pfirodé.

Rezervoarovi hostitelé jsou typicky rozdélovani do dvou hlavnich skupin — primarni RH a
sekunddrni RH. Pfitomnost primarniho RH je sama o sobé dostatecna pro udrzeni kolobéhu patogenu
ve volné pfirodé, naopak v pripadé sekundarniho RH sice dochazi k infekci prenasect a prenosu
na dalsi hostitele, ale cetnost téchto pripadld neni dostatecna pro dlouhodobé udrzeni kolobéhu.
Sekundarni RH tak mulZe napfiklad slouZit jako preklenovaci ¢lanek v dobé, kdy je abundance
primarniho hostitele nizsi, nez je pro dlouhodobé udrzeni potrebné, nebo napriklad jako zdroj nakazy
pro ndhodné hostitele. Jako ndhodni hostitelé jsou pak oznacovani ZivocCichové, ktefi se mohou
nakazit patogenem, ale nepredaji ho zpravidla dal a jejich podil na udrZeni patogenu v pfirodé neni
vyznamny. V pfipadé, Ze ndhodnym hostitelem je ¢lovék, je zplsobend nemoc oznadovana jako
zoondza. V pripadé, Ze je Clovék primarnim hostitelem pak jako antropondza (Ashford 1996; shrnuto
v Quinnell a Courtenay 2009). Presnd definice rezervodrového hostitele je ale sloZitd a mezi autory
nepanuje jednoznacna shoda. Naptiklad Haydon et al. (2002) nerozliSuji rezervoarové hostitele
na primarni a sekundarni a rozlisuji jen RH, ktery je zdrojem parazita pro dalsi hostitele a nahodného

hostitele, ktery dalsi kolovani parazita nepodporuje (tzv. ,parasite sinks“).

Pro identifikaci RH v endemické lokalité musi byt splnéno nékolik podminek (Silva et al. 2005,

Ashford 1996, Ashford 1997).

e Geograficky areal rozsifeni RH a pfenasece se prekryva.

e Druh patogenu v rezervoarovém hostiteli a clovéku se shoduje.

e RH preziva dostatecné dlouho a dostatec¢né dlouho preziva také patogen v RH (aby se
parazit udrzel i v obdobi bez vyskytu prenasecu).

e RH je na endemickych lokalitdch pocetny a je atraktivni pro pfenasece.

e Patogen se vyskytuje v k(Zi a/¢i krvi RH (v mnoZstvi dostate¢ném pro prenos).

e Patogen neni pro RH pfilis patogenni.

e Prevalence je u RH vyssinez 20 %.

Posledni bod je ale diskutabilni, protoze naptiklad v ptipadé vysoké pocetnosti RH a prenasecd bude
potiebna prevalence pro udrZeni kolobéhu patogenu v pfirodé zcela jisté nizsi. Navic se prevalence

v populacich RH muze velmi lisit sezonné a jeji stanoveni zavisi do znacné miry na metodé odchyta.



2.5. L. (Mundinia) — fylogenetické postaveni, hostitelé a prenaseci

Mundinia je podrod leishmanii, ktery byl vytvofen aZ v roce 2016, a to ze skupiny druhl do té doby
znamé jako Leishmania enriettii komplex (Espinosa et al. 2016). V soucasné dobé se sklada z 5 druha
leishmanii, z nichZ ¢tyfi jsou popsané a jeden na formalni popis dosud ceka. Dva z téchto druh( jsou

zfejmé infekni pouze pro zvirata a u tfi jsou zndmé lidské infekce.

Dle dostupnych fylogenetickych analyz doslo k odstépeni podrodu Mundinia na bazi
s ostatnimi podrody leishmanii (Kwakye-Nuako et al. 2015, Barrat et al. 2017). Tento fakt svédci
o starobylosti této skupiny a mozna pravé toto ma souvislost i s jejim pomérné pozdnim objevenim.
Tyto druhy jsou pravdépodobné velmi dobrfe adaptovany na své prirozené hostitele, divoka zvirata,
jejichz nakazy nejsou patrné a k vyvinu signifikantnich projevl infekce dochazi pouze pfi nakaze

nahodnych nebo imunodeficientnich jedinc(.

Se starobylosti této skupiny souvisi také geografické rozsifeni jednotlivych druht, které
zahrnuje vSechny kontinenty svéta kromé Antarktidy. Néktefri autofi tuto skutecnost vysvétluji
vznikem jednotlivych druhd leishmanii ze spolecného predka po rozpadu Gondwany na zaklady

budoucich kontinentl (Barrat et al. 2017).

L. enriettii, parazit domacich morcat z Brazilie, jehoz prenasec je dosud neznamy, byla poprvé
izolovana v 50. letech 20. stoleti (Muniz a Medina 1948). Tento druh byva cCasto oznacovan, jako
»Zahadna leishmania“, protoZe k jednotlivym pripadlim dochdzelo i s 20letym odstupem. Leishmania
enriettii zpUsobuje u morcat kozni formu onemocnéni (Muniz a Medina 1948), ovsem mize
diseminovat i do vnitfnich organl (Seblova et al. 2015) a pUsobit i Umrti zvifat (Thomaz-Soccol 1996).
V laboratornich podminkach doslo i k UspéSnym ndkazam kreckl Mesocricetus auratus, u kterych
dochazi k vyvinu koznich lézi v misté inokulace (Belehu et al. 1976; Seblova et al. 2015). Jak bylo
fecenu jiz v ivodu tohoto odstavce, totoznost prenasece zUstava dosud zahadou. Jednou z moznosti
je Lu. monticola, ktera byla nalezena na stromech v okoli mista nakazy morcat z roku 1967 (Luz et al.
1967 v Machado et al. 1994). Neni ale vylouceno, Ze se mlze jednat i o mistni druhy tiplik(, nebot
ve studii zroku 2015 bylo dokazano, Ze se L. enriettii pomérné dobre vyviji v tiplicich Culicoides
sonorensis, a ze u nich dochazi k vyvinu pozdnich infekci s kolonizaci stomodealni valvy. Naproti tomu
pfi stejnych experimentech s Lu. longipalpis leishmanie nedokazaly tvofit infekce v anteriorni ¢asti
stfeva (Seblova et al. 2015). Dalsim tajemstvim v cyklu tohoto parazita z(stava dodnes i identita
rezervoarového zvirete. Experimentalni infekce makak( rhesus, pst, krys, mysi, a dokonce i divokych

morcat Cavia aperea nebyly Uspésné (Muniz a Medina 1948).

Druhym druhem je L. macropodum, ktera je jedinou doposud zndmou leishmanii z Uzemi

Austrdlie a zdroven jedinou leishmanii, u které je témér jisté, Ze je prenasena tipliky. Poprvé byl tento
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druh zaznamenam v roce 2004, kdy byl izolovan z klokan( rudych (Macropus rufus) a popsan jako
novy druh Leishmania sp. (Rose et al. 2004). K formalnimu popsani doslo aZ v roce 2017 (Barrat et al.
2017). Tato leishmanie se projevuje kutanni, a pravdépodobné i mukdzni, formou onemocnéni,
nebot kromé |ézi na ocase, usich, prednich a zadnich nohach klokanG byly nalezeny také léze na
kloace a odich. Léze jsou charakterizovany mirnym aZ vyraznym prinikem do dermis (Dougall et al.
2009). Pfenasecem klokani leishmanidzy jsou ziejmé tiplici rodu Forcipomyia (Lasiohelea), ktefi byli
nachytdni pfi terénnich odchytech a pfitomnost leishmanii byla potvrzena pomoci gPCR a pitev.
Pfi pitvach byly nalezeny leishmanie i ve vydefekovanych jedincich. V jednom pitvaném tiplikovi byla
dokonce nalezena i masa leishmanii v TMG tvofici strukturu silné pfipominajici PSG zatku (Dougall et
al. 2011). Jedinymi hostiteli, ze kterych byly tyto leishmanie vyizolovany, dodnes zUstavaji klokani.
Konkrétné se jednd o druhy Macropus rufus, Macropus robustus woodwardi, Macropus bernardus a
Macropus agilis agilis, jejich role jako rezervoarovych hostiteld vSak zatim neni zcela zfejma, nebot
vSechna nakazend zvifata byla chovdna v zajeti, a kromé Macropus agilis agilis se pfirozené
nevyskytuji v endemické oblasti leishmanidzy. V pripadé posledniho jmenovaného druhu klokana se

jednalo o mlada zvitata, jejichz léze se rychle zhojily (Dougall et al. 2009).

Dalsi 3 druhy jsou patogenni i pro ¢lovéka. Jsou jimi L. martiniquensis, L. orientalis a L. sp.
z Ghany. Leishmania martiniquensis byla poprvé vyizolovana z HIV pozitivniho ¢lovéka na ostrové
Martinik v roce 1992 a nejprve byla na zakladé izoenzymové analyzy zafazena mezi jednohostitelska
trypanosomatida (Dedet et al. 1995). Az pozdéjsi molekuldrni analyza vedla k zafazeni mezi
leishmanie komplexu L. enriettii a validnimu pojmenovani jako L. martiniquensis (Desbois et al. 2014).
O 2 roky pozdéji byl stejny parazit vyizolovan z HIV negativniho pacienta, ktery mél kutanni lézi
na pravém oboci (Boisseau-Garsaud et al. 2000). V roce 2002 doslo k zafazeni L. martiniquensis,
tenkrat jesté jako nepopsaného druhu soznacenim MAR1, do bazdlné se oddélujici vétve
fylogenetického stromu do skupiny spolecné sL. enriettii (Noyes et al. 2002). Leishmania
martiniquensis neni endemitem ostrova Martinik, jak by se podle pojmenovani mohlo zdat, ale jedna
se druh vyskytujici se témér po celém svété, nebot jsou hlaseny pripady infekci koni zplsobené touto
leishmanii z Floridy, Némecka a Svycarska (Reuss et al. 2012, Miiller et al. 2009) a skotu ze Svycarska
(Lobsinger et al. 2010). Dale byly hlaseny i pfipady nakazenych lidi z Thajska (Pothirat et al. 2014).
Vzhledem k takto Sirokému geografickému rozsiteni je ziejmé, Ze béhem evoluce parazita muselo
dojit k jeho adaptaci na hostitele vyskytujici se na rlznych lokalitdch. Leishmania martiniquensis
se vyskytuje ve vSech znamych formach onemocnéni, kromé muko-kutanni. U skotu a dobytka plsobi
kozni léze, kdezto u lidi byla nalezena ve formé kutanni (Boisseau-Garsaud et al. 2000), difuzni
kutanni (Dedet et al. 1995, Chusri et al. 2012) a dokonce i visceralni (Liataud et al. 2015). Identita

prenasece zlstava dodnes tajemstvim. MUze se jednat o rlizné druhy rodd Phlebotomus a Lutzomyia
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vyskytujici se v lokalitdch vyskytu a vzhledem k pfibuznosti s L. enriettii a jeji schopnosti vyvijet se
v tiplicich, nelze vyloucit ani tuto skupinu hmyzu. Stejnou zahadou z(istava i identita rezervoarovych

zvitat. M(zZe se jednat o rGzné druhy hlodavcd, psy, kocky, koné a dobytek.

| kdyZ popsanych pripadl je stadle velmi malo, skutecnd prevalence je pravdépodobné
nasobné vyssi, nez se zda, nebot podle vyzkumu mezi HIV nakazenymi lidmi v oblasti provincie Trang
v Thajsku zde byla zjiSténa aZz 25% prevalence leishmanidzy, z nichZ velka ¢ast byla zplsobena pravé
L. martiniquensis (26,5 %) a L. orientalis (40,8 %). Zda se tedy, Ze ve vétsiné pripadl se ndakaza
u zdravého clovéka viibec neprojevi a teprve az imunodeficience vede k rozvoji symptom( (Manomat

et al. 2017).

Situace ohledné L. orientalis byla dlouhou dobu nejasna. Casto byla v minulosti zamériovana
s L. martiniquensis a v literatufe byvala oznacovana jako L. siamensis (Sukmee et al. 2008, Miiller et
al. 2009, Lobsinger et al. 2010, Reuss et al. 2012). Tento ndzev nebyl vSak nikdy formalné
zaregistrovan, jde tedy o nomen nudum. K formalnimu popisu doslo aZ v prosinci 2018 (Jariyapan et
al. 2018). Leishmania orientalis zplUsobuje stejné formy onemocnéni jako L. martiniquensis
u imunokompetentnich i imunosuprimovanych lidi (Bualert et al. 2012, Suprisunjai et al. 2017,
Jariyapan et al. 2018). Rezervoarovi Zivocichové ani pfirozeni prenaseci nejsou znami. Stejné jako
udruhu L. martiniquensis nelze z Uvah o prenasecich zcela vyloucit ani rod Sergentomyia, protoze
DNA téchto leishmanii byla detekovana v druzich S. gemmea (Kanjanopas et al. 2013) a S iyengari
(Siripattanapipong et al. 2018). Samotny nalez DNA ale neni dostateCnym argumentem pro tvrzeni,
Ze se jedna o prenaSece onemocnéni, nebot nevypovida nic o schopnosti flebotoma leishmanie
pfenést na dalSiho hostitele. Ze studie Kanjanopas et al. 2013 neni patrné, zda se jednalo o druh

L. martiniquensis nebo L. orientalis.

Poslednim zndmym zastupcem podrodu Mundinia je dosud nepopsany druh leishmanie
z ghanské oblasti Volta, ktery zde zpUsobuje kutanni formu onemocnéni. Prozatim byla vydana pouze
jedna studie vénujici se problematice tohoto nového druhu. Mistni tomuto onemocnéni Fikaji
agbamekanu, coz volné prelozeno znamena: ,Dar od nékoho, kdo se vratil z cesty”. Pojmenovani
pravdépodobné odkazuje na mistni viru, Ze onemocnéni souvisi slidmi migrujicimi sem
ze sousedniho Toga (Kwakye-Nuako et al. 2015). Ve zdejsi oblasti bylo zaznamenano pres 8000
pripadl koZni leishmanidzy, ale v drtivé vétsiné z nich nebyl pfesné uréen plvodce, a tak neni jasné,
jakd je zde cetnost onemocnéni zplisobena pravé timto druhem. V oblasti se jesté endemicky
vyskytuji L. major (Kweku et al. 2011) a L. tropica (Nzelu et al. 2014). Z lidskych leishmanii podrodu
Mundinia se jednd o tu nejméné invazivni, nebot zplsobuje pouze kutdnni formu onemocnéni,

charakterizovanou vétsinou pritomnosti jednoho viedu, ktery se béhem nékolika tydni-mésicl sam
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zhoji. Nejcastéji jsou postizeny déti do 10 let, coZ pravdépodobné souvisi s absenci protilatek proti
patogenu. Jsou vsak popsany i pripady dospélych lidi s timto onemocnénim (Kwakye-Nuako et al.
2015). Ohledné rezervoarovych zvifat a prenaseCll zde panuje stejnd nejistota jako v pripadé
ostatnich druh( podrodu Mundinia. Z pfenosu jsou podezielé rody Phlebotomus a Sergentomyia,
ikdyZz prozatim neni prokdzano, Ze rod Sergentomyia prenasi jiné nez plazi leishmanie.
Do potencialnich pfenaseci lze zaradit hlodavce, domaci zvifata a mistni divokou faunu (Kweku et al.

2011).

Z predeslého textu vypliva, Ze L. (Mundinia) se u rlznych hostitel( prezentuji celou Skalou

forem onemocnéni, jejichz externi projevy jsou shrnuty v Obr. 2.

Obr.2 — Spektrum projevd onemocnéni zplsobenych leishmaniemi podrodu Mundinia; 1 — L. enriettii (Seblova et al. 2015),

2 — L. martiniquesis (Chusri et al. 2012), 3 - L. sp. z Ghany (Kwakye-Nuako et al. 2015), 4 — L. macropodum (Rose et al. 2004).
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3. Materidl a metodika

3.1 SloZeni pouZitych roztokd(

e Anestetika: 2% xylazin (Rometar) + 10% ketamin (Narketan). Aplikace:
10 mg ketaminu/100 g + 2 mg xylazinu/100 g u Mastomys natalensis intraperitonedlné;
12,5 mg ketaminu/200 g + 1,5 mg xylazinu/200 g u A. niloticus intraperitonedlné a
37,5 mg ketaminu/750 g + 1,5 mg xylazinu/750 g u C. porcellus intramuscularné.
e Fyziologicky roztok: 150 mM NacCl
e Redici roztok pro pocitani leishmanii v Biirkerové kom(rce: 0,85% NaCl + 1% formaldehyd
(CH20)
e Tekuté médium pro kultivaci leishmanii: Médium M199 (Sigma)+ 10% FCS (Gibco) + 1% BME
vitaminy (Sigma) + 250 ug/ml amikin (Brystol- Myers Squibb) + 2% sterilni mo¢
3.2 Kultivace leishmanii
Béhem diplomové prace byly pouzity druhy Leishmania enriettii (MCAV/BR/45/LV90),
L. macropodum (MMAC/AU/2004/AM-2004), Leishmania sp. zGhany (MHOM/GH/2012/GH5),
L. orientalis (MHOM/TH/2014/LSCM4), 2 kmeny L. martiniquensis (MHOM/MQ/1992/MAR1 a
MHOM/TH/2011/CU1), L. major (MARV/SN/XX/RV24;LV109), L. infantum (ITOB/TR/2005/TOB2 a
MHOM/TR/2000/0G-VL) dlouhodobé uchovéavané v kryobance v zamrazovacich ampulich CryoTube™
Vials (NUNC) v médiu obsahujicim 7% DMSO (Sigma-Aldrich). Pfed pouZitim byly buriky rozmraZzeny a
preockovany do tekutého kultivacniho média M199 a kultivovany pfi 23 °C v plochych kultivacnich

zkumavkach. Kultury byly pravidelné preockovavany do nového média.

3.3 Chov flebotom

Pro potreby prace byly pouZity druhy flebotom0 chované v nasi laboratofi — Lutzomyia migonei

(Brazilie), Phlebotomus argentipes (Indie) a P. duboscqi (Senegal).

Kolonie jsou chovany ve specidlnich prostorach insektaria, uréenych vyhradné k tomuto
Ucelu. Jednd se o mistnosti s trvale udrzovanou vlhkosti 50 % a teplotou 25 °C. Fotoperioda je 14
hodin svétla a 10 hodin tmy. Dospélci jsou chovani v nylonovych sitich uvazanych na kovovych
konstrukcich, které jsou umisténé v plastovych pytlich. Uvnitf pytle je umisténa vata navlhéena

destilovanou vodou, kterd udrzuje vlhkost v pytli na idealnich 75-90 %.

Dospélci jsou krmeni 50% roztokem sachardzy. Kousek vaty nasakly timto roztokem je
umistén v malé sklenéné Petriho misce na dné sité. Dospélci jsou vypousténi 3x tydné, samice staré
minimalné 2 dny (dle individualnich specifik kazdého druhu) jsou saty na uspané BALB/c mysi (AnLab,

s.r.0.) nebo na neuspaném Novozélandském bilém kralikovi (NZW, Velaz, s.r.0.) umisténém
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ve fixaénim postroji. Dva aZ pét dnl po sani jsou nasaté samice premistény do vlihcenych, sadrou
vylitych kelimkt, ve kterych dochazi ke kladeni vajec. Kelimky jsou umistény do plastovych box(
s vlhéenou pisCitou podestylkou slouzici k udrZeni idedIni vlhkosti uvnitf chovnych box(. Zhruba
po tydnu se z vajec zacinaji lihnout larvicky L1, které se postupné vyvinou az do stadia L4, které
se posléze zakukli a zhruba po tydnu zaénou z kukel vyletovat dospélci. Cely cyklus trva 5-8 tydnd.
Larvicky jsou 3x tydné krmeny jemné namletou fermentovanou smési krali¢itho trusu a granuli.
K fermentaci dochdzi v uzavienych kovovych bednach pfi teploté 23-25 °C a vysoké vzdusné vlhkosti

udrZované pfitomnosti tact s vodou uvnitf beden (Volf a Volfova 2011).

3.3.1. Lutzomyia migonei

Pro experimenty s L. enriettii byla vybrana kolonie Lu. migonei, protoze se jedna o druh flebotoma
s vyskytem v Brazilii, odkud jsou zatim jediné zdokumentované pfipady ndkazy timto druhem
leishmanie. Tento druh ma v laboratornich podminkdch pomérné rychly Zivotni cyklus a preferuje
sani na vétsSich obratlovcich. K defekaci dochazi béhem 2-3 dnl po sani. Je to permisivni vektor
schopny podporovat vyvoj L. infantum v laboratornich podminkach, nicméné role tohoto druhu jako

prenasece v terénu neni zatim jednoznacné potvrzena (Guimaraes et al. 2016).

3.3.2. Phlebotomus duboscqi

V pokusech s Ghanskym izolatem patficim do podrodu Mundinia byl pouzit Phlebotomus duboscqi.
Pfirozené se vyskytuje v subsaharské oblasti, kde obyvd hlavné opusténa termitisté, kterd mu slouzi
jako lihnisté. V laboratornich podminkach dochazi k defekaci az 4 dny po sani a celkové je cely Zivotni
cyklus tohoto druhu spise pomaly. Jedna se o hlavniho prenasece kutanni leishmanidzy plsobené

L. major v oblastech vyskytu.

3.3.3. Phlebotomus argentipes

Pro pokusy sL. martiniquensis a L. orientalis byl vybran asijsky druh P. argentipes. Jednd se
o permisivniho vektora se schopnosti prenaset rGzné druhy leishmanii a pfirozeného prenasece
L. donovani. Phlebotomus argentipes ma rychlé traveni krve a defekuje vétsSinou jiz 3. den po sani, ale

nékdy je mozné nalézt ve stievé krev i 8. den po sani.

3.4. Chov hlodavci

Béhem prace byly pouzity 3 druhy hlodavct — Cavia porcellus, Mastomys natalensis a Arvicanthis
niloticus. Zatimco chovy M. natalensis a A. niloticus byly v nasi laboratofi zavedeny (M. natalensis
ze zvifat z komeréniho zdroje, Kapral s.r.o., a A. niloticus ze zvifat pochdazejicich z prazské Z0O),

morcata (Dunkin-Hatley) byla pro Géely pokusu zakoupena z komeréniho chovu (AnLab s.r.0.).

15



Chovné skupiny i zvifata pro pokus byly umistény v akvariich typu T4 (58 x 37 x 20 cm, Velaz).
Podestylka byla z neprasnych pilin a neprasného sena. Hlodavci méli nepretrzity pristup k Cisté pitné
vodé ve sklenéné napdjecce. Mastomys natalensis a Arvicanthis niloticus byli krmeni standardni
krmnou smeési ST-1 (Velaz) doplnénou cerstvou zeleninou. Mastomys natalensis byly prikrmovany
larvami Zhophobas morio. Morcata byla chovana v boxech T4 po dvou kusech a byla krmena specidlni
krmnou smési pro morcéata obohacenou o vitamin C. V chovné mistnosti byla udrzovédna konstantni

teplota 20-24 °C a vlhkost 45-50 %.

Pfi chovu hlodavcl i pokusech s nimi jsou dodriovany podminky stanovené platnymi
legislativnimi predpisy (zakon ¢. 359/2012 Sh. na ochranu zvifat proti tyrani; vyhlaska ¢. 419/2012 Sb.
o ochrané pokusnych zvitat). Chovna mistnost ma pridélenou akreditaci Ministerstvem zemédélstvi
(€. j.: 37428/2019-MZE-18134). Chov vyse uvedenych druhl hlodavcl a xenodiagnostické pokusy
snimi byly schvaleny Ministerstvem $kolstvi, mladeie a télovychovy rozhodnutim & MSMT-
10270/2015-5. Se zvifaty manipuluji jen lidé s platnym Osvédcenim o odborné zpUsobilosti
k navrhovani pokust a projektl pokust podle § 15d odst. 3 zakona ¢. 246/1992 Sb., na ochranu zvirat

proti tyrani, ve znéni pozdéjsich predpisl (J. Sadlova €. osvédceni CZ 02566).

3.4.1. Cavia porcellus

Cavia porcellus z ¢eledi Caviidae (Hystrichomorpha) je domestikovany druh morcete, jehoZ predkové
plvodné pochdzeji z jihoamerickych And, a ktery je dnes hlavné diky snadnému ochoceni a klidné
povaze rozSifen v domacnostech témér po celém svété. Cavia porcellus se ve volné pfirodé
nevyskytuje, ale v rliznych ¢astech Jizni Ameriky jsou dnes bézné rozsifeny druhy C. aperea, C. cutleri,
C. tschuddi, C. fulgida. Tato morcata obyvaji hlavné oteviené pastviny a moktiny. Vaha dospélych
jedinch se vétSinou pohybuje mezi 700-1200 gramy a primérnd délka Zivota dosahuje 4-5 let
(shrnuto v Pritt 2012). V minulosti byla morcata jednim z nejvice pouzivanych laboratornich zvirat, a
i pfres nardstajici vyuZiji geneticky upravenych mysi a tlak na sniZovani poctu pouZivanych
laboratornich zvifat se dnes, vzhledem kvétsi podobnosti jejich fyziologie s lidmi, stale hojné

pouzivaji (Hargaden a Singer, 2012).

3.4.2. Mastomys natalensis

Mastomys natalensis z Celedi Muridae obyva témér celou subsaharskou Afriku, coZ z ni déla nejvice
rozsireného afrického hlodavce, patrné se ale jedna spiSe o komplex velice podobnych druhd. Obyva
hlavné pastviny, louky, savany a Casto je lze najit i blizkosti lidskych sidel. Rozsifeni v aridnich
oblastech je zavislé na pfitomnosti vody. Jednd se o vieiravé nocni zvife s nejvyssi aktivitou zhruba

3 hodiny po setméni. Délka brezosti je 23 dni a vrhy ¢asto maji 10 a vice mladat. V priibéhu roku
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dochazi k velkym populacnim vykyvim. Hmotnost dospélych jedincli se pohybuje mezi 70-120 g a

pramérna délka Zivota je kolem 3 let (Leirs 2003).

3.4.3. Arvicanthis niloticus
Arvicanthis niloticus je hlodavec z ¢eledi Muridae pattici do rodu Arvicanthis, ktery v soucasné dobé
zahrnuje 7 druhi a je jednim z nejrozsirenéjsich africkych rod( hlodavcl. Arvicanthis niloticus obyva
pas tahnouci se od Senegalu po Etiopii. Na vychodé pak zasahuje i do jiznéjsich statl jako je Kena,
Uganda a Tanzanie. Na severu zase obyva biehy Nilu az do jeho delty. Separatni populace byla
objevena i vZambii a v AlzZirsku. Obyva savany, louky i aridni stepi s Uhrnem srazek od 200 do
1200 mm za rok. Populace se casto nachazeji v blizkosti vodnich tokd v nadmofskych vyskach O-
2000 m.n.m. Velikost populaci osciluje v pribéhu roku, pricemZ nejvétsi pocetnost je po obdobi
Jsou to stfedné velci, robustni, byloZravi hlodavci s denni aktivitou. Zbarveni jedincl se mize
liSit podle vyskytu — vétSinou se jednd o tmavé hnédou, ale zvifata z poustnich lokalit byvaji vyrazné
svétlejsi. Dospéli samci mohou vazit i vice nez 300 g, samice jsou vyrazné mensi a vazi kolem 200-

250 gram(. Priimérna délka Zivota jsou zhruba 3 roky (Granjon a Ducroz 2013).

3.5. Pitvy a vySetreni strev flebotomt

Nasaté samice byly pitvany ve dnech 1 (kontrola spravného provedeni experimentu), 3-4 (ovéreni
schopnosti prezit ve flebotomech defekaci) a 8-10 (ovéreni schopnosti tvofit zralé infekce), dle druhu
flebotoma. Samice byly uspany na ledu, preneseny do kapky sterilniho fyziologického roztoku, pod
binokularni lupou dekapitovany a pomoci ostré entomologické pinzety a pitvatka (minucie zasazend
do Spejle) bylo separovano stfevo. Stfevo bylo preneseno do nové kapky sterilniho fyziologického
roztoku a prohlédnuto pod svételnym mikroskopem. Intenzita infekce byla dle Myskova et al. (2008)
hodnocena jako slaba (méné nez 100 bunék/stfevo), stfedni (100-1000 bunék/stfevo) a silnd (vice
nez 1000 bunék/stfevo), zaroven byla popsana lokalizace leishmanii ve stfevé dle Sadlova et al.
(2010) (stomodealni valva, thorakalni mezenteron, abdomindlni mezenteron a v pripadé pritomnosti

peritrofické matrix u nevydefekovanych samic endoperitroficky prostor) (Obr. 3).
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Obr. 3 —Prirez télem flebotoma. (Dle Sadlova (nepublikovano))
3.6. Experimentdini infekce flebotomdu

Promastigoti leishmanii zlog-faze kultury byli smichani sinaktivovanou (35 min/56 °C)
defibrinovanou kréli¢i krvi (Bioveta) na vyslednou koncentraci 10° bunék/ml. Krev byla podavana
samicim ve sklenéném krmitku pres kuteci kGzi plnici funkci membrany. Kze byla stazena z hibetni a
bfisni strany 3 dny starych kufat, 2x promyta v 70% etanolu a 2x ve sterilnim fyziologickém roztoku.
Pred pouZzitim byla skladovana v -20 °C. Tésné pired pokusem byla klize pomoci parafilmu pripevnéna
na sklenéné krmitko, které bylo po naplnéni krvi umisténo do malé sité (20x20x20 cm). Sani
probihalo v pfitmi pfi teploté v mistnosti mezi 25-27 °C (v zavislosti na druhu daného flebotoma).
Krmitka byla zahfivana na 37 °C pritokem ohfaté vody. Krmitko bylo odstranéno ze sité po cca dvou
hodindch a nenasaté samice byly odebrany ze sité pomoci exhaustoru. K siti byla nasledné ptidana
Petriho miska s navlhéenou vatou, zajistujici trvalé udrzeni vihkosti v siti a do sité byl umistén roztok

50% sachardzy.

Pokus s L. enriettii a L. macropodum v Lu. migonei byl opakovan 2x, stejné jako pokus s L. sp.
z Ghany v P. duboscqi a martinického izolatu L. martiniquensis (Lem2494) v P. argentipes. Pokus

s thajskym izolatem L. martiniquensis (CulR1) a L. orientalis v P. argentipes byl opakovan 5x.
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3.7. Méreni leishmanii

Meéreni leishmanii pouzitych pro infekce hlodavcl a leishmanii ze stfev nakaZzenych flebotomi bylo
provadéno s cilem zjistit, zda a kolik bylo v kultufe/ve stfevé pfitomno metacyklickych forem. Roztéry
byly pfipraveny ze stfev samic P. argentipes nakaZenych L. orientalis 8 dni Pl. Roztéry byly
po zaschnuti fixovany 5 minut metanolem a nasledné 20 minut barveny Giemsou (Fluka; fedéni
v poméru 1:19 dH,0). Preparaty byly prohlizeny pod svételnym mikroskopem (Olympus BX51) se
zabudovanou kamerou (DP-70) pfi zvétseni 1000x za pouziti imerzniho oleje. Leishmanie byly
snimany v programu QuickPHOTO MICRO 2.2 (Olympus) a nasledné byla jejich velikost mérena
v programu Imagel (Java). Vidy bylo méfeno alespori 130 leishmanii pochazejicich z rdznych
flebotomd. Data byla nasledné vyhodnocena v programu SPSS. 27. Zda se jednd nebo nejedna

o metacyklickou formu bylo rozhodnuto na zadkladé kritérii stanovenych v Sadlova a kol. (2010).

3.8. Xenodiagnostika

V priibéhu pokus( se zvifaty byla pouZita metoda piimé xenodiagnostiky. Ctyficet aZ $edesat tyden
starych samic P. duboscgi anebo alespon 4 dny starych samic Lu. migonei bylo umisténo do malych
plastovych kelimkd uzavienych jemnou silonovou tkaninou. Tento kelimek byl drzen na usnim boltci
uspaného zvitete po dobu trvani anestezie, maximalné vsak 50 minut. Po ukonceni sani byly samice

vypustény do siti a nenasaté samice byly odebrany pomoci exhaustoru.

V ptipadé, Ze nebyl k dispozici druh flebotoma, ve kterém by leishmanie dokoncily vyvoj
(vSechny druhy podrodu Mundinia), byly samice 2-3 dny po sani uspany na ledu a umistény do 1,5ml
mikrozkumavek po 5 kusech/zkumavka, zality 100 pl Tissue lysis bufferu (Roche) a umistény
do mrazaku. Poté z nich byla vyizolovdana DNA (Roche) a provedena konvenéni PCR pro detekci
leishmanii. Pro analyzu pomoci PCR bylo pouzito vidy 8 poolll po 5 nasatych samicich nebo vSechny

nasaté samice v pfipadé mensiho poctu nasatych samic.

V pripadé infekci zvifat L. major byly samice P. duboscqi (pfirozeny prenasec tohoto parazita)

8-10 dni po sani vypitvany a intenzita a lokalizace infekce byla hodnocena dle Myskova et al. (2008).

3.9. Izolace DNA

Pro izolaci DNA ztkani hlodavcli a zflebotom( byl pouZit komerc¢né dostupny High pure PCR
preparation kit (Roche). DNA byla izolovana dle protokolu dodaného vyrobcem. DNA flebotom(l a
DNA z krve a uzlin hlodavc byla z kolonek eluovana do 50 pl eluéniho pufru (Roche), DNA z ostatnich

tkani byla eluovana do 150-200 pl a posléze uchovdvana v -20 °C.

19



3.10. Konvencni PCR

Pro detekci leishmanii vtkanich a flebotomech byla pouZita metoda konvenéni PCR
s vlastnimi primery navrZenymi za pomoci program( BLAST, MEGA (ClustalW) a Primer-BLAST.
Primery cili na 246 bp dlouhy Usek DNA v sekvenci ITS-1 malé ribozomalni podjednotky konzervovany
skrz vSechny zndmé podrody leishmanii (alignment byl vytvoren pro 36 druhi). Reakce probihala za
pouziti Emerald master mixu dle protokolu 1. 94 °C/3:30 min, 2. 94 °C/30 vtefin, 3. 60 °C/30 vtefin,
4. 72 °C/20 vtefin, 5. 72 °C/7 min a poté byla reakce zchlazena na 12 °C. Pocet cykl( byl nastaven

na 37. Vzorky byly nasledné analyzovany na 1% agarézovém gelu v TAE pufru.

Sekvence primeru:
Forward — 5" - AGATTATGGAGCTGTGCGACAA-3’
Reverse — 5°- TAGTTCGTCTTGGTGCGGTC-3’

3.11. Kvantitativni PCR

Pro detekci a kvantifikaci leishmanii v tkanich M. natalensis a A. niloticus byla vyuZita metoda gPCR.
Pro detekci bylo v pfipadé M. natalensis vyuzito méreni fluorescence pfi navazani barvy SYBR Green
(SsOAdvanced™ Universal SYBR®, Bio-Rad) na dvouvldknovy produkt na pfistroji iQ5 real-time PCR
detection systém (Bio-Rad). Byly pouZity stejné primery jako pti detekci leishmanii pomoci konvencni
PCR.

V pfipadé A. niloticus bylo vyuZito méfeni fluorescence pfi navazani barvy SYBER Green
(iQSYBER Green Supermix, Bio-Rad, Hercules, CA) na dvouvldknovy produkt na stejném pfistroji jako

v pripadé M. natalensis. Primery cili na kinetoplastovou DNA leishmanii.
Sekvence primeru:

Forward primer - 5°-CTTTTCTGGTCCTCCGGGTAGG-3’
Reverse primer - 5'-CCACCCGGCCCTATTTTACACCAA-3’

Kvantitativni PCR pfi detekci leishmanii v A. niloticus proved| doc. RNDr. Jan Votypka, Ph.D.

3.12. Experimentdlni infekce morcat

Zvitata byla infikovana intradermalni inokulaci leishmanii ze stacionarni faze kultury infekéni davkou
1x107 leishmanii do kaZdého ucha. Pro kaidy druh leishmanii (L. enriettii, L. macropodum,
L. orientalis, 2 kmeny L. martiniquensis (Lem2494 a CulR1) a L. sp. z Ghany) byla pouzita vidy
3 zvifata — celkem 18 zvifat. Dalsi 3 morcata byla pouzita jako kontrolni. Zvifata byla kazdy tyden
vazena a velikost |ézi byla méfena pomoci posuvného méritka. V tydnech 4 a 8 Pl byly provedeny

xenodiagnostiky za poutziti Lutzomyia migonei nebo Phlebotomus duboscqi, jak je popsano v kapitole
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3.8. Pokus byl ukonéen utracenim zvifat a pitvou v tydnu 13 PI. Pro diagnostiku pomoci PCR byly

odebrany obé usi, pfedni a zadni tlapky, spadové uzliny usi, krev, slezina a jatra (Obr. 4).

pitva

e tydendas I Sy

Obr. 4 — Grafické znazornéni — schéma pokusu s morcaty.

3.13. Experimentdlni infekce Arvicanthis niloticus

Pro pokusy s A. niloticus byly vytvoreny 4 skupiny po 3 jedincich od kazdého pohlavi — celkem 24
zvifat (Tab. 1). Zvifata byla infikovdna intradermdlni inokulaci do levého ucha 107 leishmanii
ze staciondrni faze kultury (skupina A, B) nebo 4,1x10* L. major (LV109) leishmanii ziskanych
z thorakalnich mezenteronl P. duboscgi 10 dni Pl (skupina C), ke kterym bylo pfidano 0,5 slinné Zlazy

flebotomU na zvife. Skupina D slouzila jako kontrola bez infekce.

Tab. 1 - Tabulkové znazornéni pokusu s A. niloticus.

Skupina A Skupina B Skupina C Skupina D
Pocet zvifat 6 6 6 6
Druh leishmanie L.sp.z Ghany | L. major (LV109) | L. major (LV109)
Plvod kultura kultura P. duboscqi /
Infek&ni davka 1x107 1x107 4,1x10* /
Procento metacykl(
42 % 9% 52 % /
v inokulu
Slinné Zlazy flebotomi 0,5 Zlazy/zvite | 0,5 Zlazy/zvire 0,5 Zlazy/zvire /

Hmotnost a vyvoj lézi byly hodnoceny jednou za dva tydny. Xenodiagnostiky byly provadény
v tydnu 5, 10, 15, 20 a 25 PI. Pokus byl ukonéen utracenim a pitvou zvirat v 25. tydnu Pl. Z kazdého
zvitete byly odebrany obé usi, predni a zadni tlapky, spadové mizni uzliny, ocas, krev, slezina a jatra

pro analyzu pomoci gPCR (Obr. 5).
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107 promastigoti z kultury
nebo 4,1x10* promastigott

z TMG P. duboscqi

pitvy J/ o

tyden 25 -

pitvy pro L. major
@ tyden 5, 10, 15, 20, 25
.1" PCR pro L. sp. z Ghany

Obr. 5 — Grafické znazornéni — schéma pokusu s A. niloticus.

3.14. Experimentdini infekce Mastomys natalensis

Pro pokusy s M. natalensis byly vytvofeny 3 skupiny po Sesti zvifatech — celkem 18 zvifat. Jedna
skupina byla infikovdna 1x107 do levého ucha L. sp. izolovanou v Ghané, druhd stejnou infekéni
davkou L. major (LV109) a treti skupina byla ponechana jako kontrolni. Zvifata byla kazdy tyden
vazena a jejich usi kontrolovany na pritomnost lézi. Xenodiagnostiky byly provedeny v tydnech 5, 10,
15 a 20 PI dle postupu popsaného v kapitole 3.8. Pokus byl ukoncen ve 20. tydnu PI utracenim a
pitvou zvifat, kdy jim byly odebrany vzorky krve, spadovych miznich uzlin, usi, pfednich a zadnich

tlapek, ocasu, sleziny a jater, pro naslednou analyzu pomoci qPCR (Obr. 6).

pitvy

tyden 20

@ tyden 5, 10, 15,20

Obr. 6 — Grafické znazornéni — schéma pribéhu pokusu s M. natalensis.
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3.15 Statistika

Statisticka analyza byla provedena s pouzitim programu R (http://cran.r-project.org/). Vztah mezi
hmotnostmi zvifat v jednotlivych skupinach (infikované a neinfikované) a ¢asu byl testovan pomoci
analyzy kovariance se zohlednénim vztahu opakovanych mérenich stejného zvifete. Do modelu byla
zanesena interakce mezi skupinami (infikované a neinfikované) a c¢asu. Za signifikantni bylo

povazovano p < 0,05.

Statistickou analyzu provedla RNDr. Tatiana Spitzovd, Ph.D.
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4. Vysledky

4.1. ExperimentdlIni infekce flebotomu

ProtoZe pfirozeni prenaseci leishmanii jednotlivych druhl leishmanii z podrodu Mundinia nejsou
znami, rozhodli jsme se otestovat schopnost jejich vyvoje ve flebotomech, ktefi s nimi sdileji stejny
geograficky areal rozSifeni a jejichz chovy jsou zdroven zavedeny v nasi laboratofi. Leishmania
enriettii byla tedy testovana v Lu. migonei, L. sp. zGhany v P. duboscqgi a L. martiniquensis (jeden
izoldt z Martiniku a jeden z Thajska) a L. orientalis ve P. argentipes. ProtoZe zadny druh flebotoma
z Australie nebyl nikdy kolonizovdn, schopnost vyvoje australské L. macropodum jsme testovali

v permisivnim jihoamerickém druhu Lu. migonei.

Po sani byly nasaté samice pitvany v rdznych ¢asovych intervalech podle druhu pouZitého
flebotoma, protoze jednotlivé druhy se lisi délkou traveni krve (blize v kapitole 3.3.). Infekcni davka

byla vZdy 1x10° leishmanii/ml krve.

4.1.1. Vyvoj L. enriettii a L. macropodum v Lu. migonei

Lutzomyia migonei se neukdzala byt vhodnym pfenasecem pro L. enriettii ani pro L. macropodum.
Zatimco kontrolni L. infantum tvofila osmy den Pl silné infekce s kolonizaci stomodedlni valvy
u vétsiny pitvanych samic, obé leishmanie podrodu Mundinia se vyvijely srovnatelné pouze v ¢asné
fazi infekce, prvni den PI. Po defekaci nestravenych zbytk( potravy a peritrofické matrix 5. den Pl uz
viak byly pfitomny pouze velice vyjimecné a v malych poctech (Obr. 7). Navic se prezivsi bunky
vyskytovaly prevdiné v oblasti AMG a pouze u dvou samic bylo nékolik leishmanii zaznamenano i

v oblasti TMG (Obr. 8).

24



100%

O 80%

E R

4]

v

L 60%

(8]

>

C

-

0,

g 40% C1Slaba

O ” .

C [ Stredni
X 20% MW Silna

0% e l:l R
LVo0 ‘ LV756 ‘ OG-VL | LV90 | LV756 | OG-VL | LV90 | LV756 | OG-VL
1. den Pl 5. den PI 8. den PI
Neinfik. 5 4 9 52 42 13 22 27

OSlaba 7 8 0 3 2 0
£ Stredni 11 6 9 1 1 7 0
W Silna 8 9 10 0 0 7 0 0 11

Obr. 7 — Intenzita infekce nakazenych samic Lu. migonei v pribéhu pokusu. LV 90 — L. enriettii, LV756 — L. macropodum,

OG-VL - L. infantum
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Obr. 8 — Lokalizace infekce nakazenych samic Lu. migonei v prlibéhu pokusu. LV 90 — L. enriettii, LV756 — L. macropodum,

OG-VL — L. infantum
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4.1.2. Vyvoj L. sp. z Ghany v P. duboscqi

P. duboscqi (pfirozeny prenasec L. major) byl vybran pro testovani vyvoje tohoto druhu leishmanie,
plsobiciho kutanni leishmanidzu v Ghané, protoZe sdili stimto zastupcem podrodu Mundinia
geografické rozsifeni. OvSem zatimco kontrolni L. major (LV 109) tvofila ve vétsiné samic silné infekce
a kolonizovala stomodealni valvu flebotomd, zastupci podrodu Mundinia prezivaly proces traveni
krve a naslednou defekaci pouze velice zfidka a v malych poctech. Ctvrty den Pl byly nalezeny
nakazené pouze 2 samice, a to navic velmi slabé. Sedmy den uz byla vypitvana pouze 1 slabé
nakaZend samice. Jedenacty den po infekci uz nebyla nakazena zadna z 60 pitvanych samic (Obr. 9).

U pozitivnich samic nebyla pozorovana anteriorni migrace parazitd (Obr. 10).
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Obr. 9 — Intenzita infekce nakazenych samic P. duboscqgi v pribéhu pokusu. GH5 — L. sp. z Ghany, LV109 — L. major
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Obr. 10 — Lokalizace infekce nakazenych samic P. duboscgi v pribéhu pokusu. GH5 — L. sp. z Ghany, LV109 — L. major

4.1.3. Vyvoj izoldtu L. martiniquensis z Martiniku v P. argentipes

V nasich chovech neni dostupny zadny z flebotom0 vyskytujicich se na ostrové Martinik, a tak byl
pro pilotni pokusy sL. martiniquensis (MHOM/MQ/1992/MAR1) pouZit P. argentipes, ktery se
pfirozené vyskytuje v jihovychodni Asii, odkud byla L. martiniquensis také izolovana. ProtoZe jsme
testovali i asijsky izoldt, bylo zaroven diky tomu moZné porovnat, jestli se od sebe jednotlivé izolaty

lisi kromé geografického plvodu i specifitou k prenasedi.

Leishmania martiniquensis prezila traveni krve a naslednou defekaci v 38,6 % (Obr. 11) a uz
4. den po infekci bylo mozné pozorovat kolonizaci stomodealni valvy (Obr. 12). Osmy den po infekci
bylo moZné pozorovat silné pozdni infekce s kolonizaci stomodealni valvy u7 % pitvanych samic
(Obr. 13). Tyto vysledky naznacuji mozné zapojeni P. argentipes v Zivotnim cyklu tohoto parazita
na lokalitdch geografického prekryvu. JelikoZ je ale procento nakazenych samic v pozdni fazi infekce
pomérné nizké, pravdépodobné se nejedna o hlavniho prenasece. Kontrolni L. infantum tvofila silné

infekce u 85-100 % samic pitvanych ve vSech ¢asovych intervalech po defekaci flebotom?.
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Obr. 11 — Intenzita infekce nakaZzenych samic P. argentipes v pribéhu pokusu. LEM — L. martiniquensis, CUK3 — L. infantum
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Obr. 13 — Haptomonady a leptomondady L. martiniquensis kolonizujici stomodealni valvu P. argentipes.

4.1.4. Vyvoj asijskych izoldtu L. martiniquensis a L. orientalis v P. argentipes
Pro pokusy s thajskymi izoldty L. martiniquensis (MHOM/TH/2011/CU1) a L. orientalis
(MHOM/TH/2014/LSCM4) byl vybran P. argentipes, jelikoz obyva oblasti vyskytu téchto druhd

leishmanii a jeho chov je zaveden v nasi laboratofi.

Leishmania martiniquensis byla sice v nékterych pripadech schopna prezit defekaci, ale
posléze uz nedochazelo k vyvoji infekce a ¢etnost parazitd postupné klesala a 8. den po sani uz bylo
mozné identifikovat jen ojedinéle malé mnozstvi leishmanii (Obr. 14) pouze na rozhrani TMG a AMG
(Obr. 15). Nizsi procento infikovanych samic jiz prvni den po sani mohlo byt vtomto pfipadé
zpUsobeno tvorbou abnormdlné velkych rozet, které byly pozorovany pfi péstovani v kulture.
Pokud by se velké rozety tvofily i v krvi nabidnuté flebotomUm k sani, mohlo by to ztiZit ¢i vyloudit
nasati parazita flebotomy. Leishmania orientalis se dokazala vyvijet v pomérné vysokém procentu
samic a 8. den po infekci vytvofila pozdni silné infekce (Obr. 14) s kolonizaci stomodealni valvy (Obr.
16) v 21,5 % pitvanych samic (Obr. 15). Na sklickach s roztéry stfev byly nalezeny 3 % metacyklickych

stadii.
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Obr. 16 — L. orientalis kolonizujici stomodealni valvu P. argentipes.

4.2. Experimentdalni infekce morcat (C. porcellus)

Hlavnim cilem pokus( s morcaty bylo zjistit, zda mohou slouZit jako modelovy organismus
pro studium chovani leishmanii podrodu Mundinia v sav¢im hostiteli. Morcata byla nakazena infekcni
davkou 1x107 leishmanii z kultury do obou usi. Bylo vytvofeno celkem 6 skupin zvifat po tfech
jedincich — zvifata nakaZend L. enriettii, L. macropodum, L. orientalis, L. sp. z Ghany a dvéma izolaty

L. martiniquensis (MAR1 z Martiniku a CulR1 z Thajska). Metodika pokusu je popsana v kapitole 3.12.

Ctyfi mor¢&ata nebyla infikovana (do udnich boltc@ jim byl injikovan pouze fyziologicky roztok)
a byla pouZita jako kontrola pro hodnoceni pfirlistku vahy a pfipadnych externich projevd infekce.
Jedno z téchto kontrolnich morcéat zemrelo na zacatku prvniho turnusu pokust, pravdépodobné na
nedostatek vitamind ve stravé, kterd byla dodavatelem deklarovana jako kompletni krmivo pro
morcata. Ostatni zvifata prvniho turnusu (pokusy s L. enriettii a L. macropodum) se podafilo
zachranit, i kdyZz byl u vSech pozorovatelny docasny vdhovy propad a docasné castecné ochrnuti
zadnich koncetin. Po aplikaci vhodnych doplnk( stravy se jejich stav rapidné zlepsoval a zbyla zvirata

byla pouzitelnd pro pokus.

U Zadné skupiny morcat nebyl zaznamendan rozdil v pfibytku hmotnosti oproti kontrolnim
zvitatim (L. macropodum - P = 0.70, L. enriettii - P = 0.12, L. martiniquensis MAR1 - P = 0.77,
L. martiniquensis CulR1 - P =0.12, L. sp. z Ghany - P = 0.20, L. orientalis - P = 0.11, pfiloha 1). Zatimco
morcata infikovana L. macropodum, L. sp. z Ghany a L. martiniquensis (CulR1) neprojevovala po
celou dobu pokusu zadné znamky infekce, nebyla infekéni pro flebotomy (0/96 pooll po 5 nasatych

samicich) a po ukonceni pokusu nebyly leishmanie detekovany v Zadném ze vzork(l odebranych tkani,
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morcéatdm infikovanym L. enriettii se vyvinuly béhem 2. — 3. tydne Pl suché léze na usich, které byly
postupné vyhojeny (Obr. 17, 18). Morcata byla infekéni pro flebotomy v 9/16 pfipadl v 4. tydnu a
v 1/16 pfipadd v 8. tydnu. Morcatlm infikovanym L. martiniquensis (MAR1) se vytvoftilo 4. tyden PI
v misté inokulace zarudnuti na usich, ale nedoslo k vyvoji |ézi a zarudnuti vymizelo 8. tyden PI. Zvitata
nebyla infekéni pro flebotomy béhem Zadné z provedenych xenodiagnostik (0/32 pool(). U morcat
nakaZenych L. orientalis doslo 3. — 4. tyden PI k zarudnuti mista vpichu, ze kterého se poté vyvijel
nodul, ktery se vétsinou otevrel do suché léze obklopené tmavé fialovou koZni skvrnou (Obr.17). Léze
se vyhojily do 7. az 8. tydne Pl (Tab. 2). Xenodiagnostiky byly negativni (0/32 poold) a u zadného

z odebranych vzorkl nebyla detekovana pfitomnost DNA leishmanii. U kontrolnich zvifat nedoslo

v misté vpichu k Zadné kozni reakci.

Obr. 17 — Externi projevy na usich morcat nakaZzenych L. enriettii a L. orientalis 5 tydn( PI. A) L. enriettii B) L. orientalis

12

10

Velikost |1éze v mm

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tyden po infekci

e \OrCe 18 - levé ucho === Morce 18 - pravé ucho === Morce 19 - levé ucho

e VOr¢e 19 - pravé ucho =====Morce 20 - levé ucho === Morce 20 - pravé ucho

Obr. 18 — Graf zmény velikosti lézi v pribéhu pokusu u C. porcellus infikovanych L. enriettii.
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Tab. 2 — Vnéjsi pfiznaky infekce v pribéhu pokusu u C. porcellus infikovanych L. orientalis.

Tyden Morce 18 Morce 19 Morce 20

PI
L-ucho P-ucho L-ucho P-ucho L-ucho P-ucho

1 0 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0 0

3 0 0 0 0 zarudnuti zarudnuti

4 zarudnuti zarudnuti 1 mm 1 mm nodulus 1 mm nodulus

5 sucha léze nodulus 0 sucha léze 4 mm fialova 4 mm fialova
1mm 2,5 mm 2,5 mm skvrna, sucha léze @ skvrna, sucha léze

6 sucha léze nodulus 0 sucha léze fialova skvrna sucha léze
1mm 2mm 2,5 mm 3mm 3mm

7 0 0 0 0 1 mm suchd léze 1 mm

8 0 0 0 0 0 0

9 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0

11 0 0 0 0 0 0

12 0 0 0 0 0 0

4.3. Experimentdlni infekce A. niloticus a M. natalensis

Hlavnim cilem pokusU s hlodavci A. niloticus a M. natalensis bylo zjistit, zda mohou tato zvifata slouzit
jako rezervoarovi hostitelé L. sp. z Ghany v endemickych oblastech. ProtoZe v subsaharské Africe neni
zndm ani rezervoarovy hostitel druhu Leishmania major, testovali jsme v ramci Sirsiho projektu,
zaméreného na testovani hlodavcu z této oblasti, jejich hostitelskou kompetenci také pro tento druh

leishmanie.

Kompletni metodika pokusl je shrnuta v kapitolach 3.13. a 3.14.

4.3.1. Experimentdlni infekce A. niloticus

V experimentech s A. niloticus byly vytvofeny 4 skupiny (A, B, C, D) po 6 zvifatech. Skupina A byla
infikovana L. sp. zGhany leishmaniemi z kultury, skupiny B a C byly infikovany L. major — jedna
skupina (B) leishmaniemi zkultury, druha (C) leishmaniemi ziskanymi zflebotomd 10 dni
po experimentalni infekci, tedy s pfevahou metacyklickych stadii schopnych prfenosu na hostitele a

skupinu D tvofilo 6 kontrolnich zvitat pro porovnani externich pfiznakd infekce (hmotnost, vzhled
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usi). Infekéni davky a puvod leishmanii popisuje také tabulka v kapitole 3.13. Jedno ze zvitat
infikovanych L. major z kultury zemrelo 5. tyden Pl a nebylo zahrnuto do studie. Dalsi zvife z téze

skupiny zemrelo 12. tyden po infekci, bylo vypitvano a vzorky byly zpracovany pomoci qPCR.

U skupiny infikované L. sp. z Ghany nebylo béhem pokusu mozné pozorovat zadné vnéjsi
priznaky infekce, hmotnost zvirat se signifikantné neliSila od kontrol po celou dobu pokusu (P = 0.59,
viz. pfiloha 2), xenodiagnostické pokusy byly negativni (0/95 poolll) a po usmrceni zvifat nebylo

mozné identifikovat pfitomnosti leishmanii DNA v Zddném z odebranych vzork(.

V obou skupinach infikovanych L. major se objevily prvni koZzni symptomy 6. tyden PI. Mista
inokulace na usich byla hyperpigmentovana a kiZe suchd, loupava. U nékterych zvifat postupné doslo
ke ztraté pigmentace v centru téchto suchych lézi, hyperpigmentace zlstala pfitomna pouze na jejich
okrajich (Obr. 19). BEhem nasledujicich tydnl dochazelo k postupnému zvétSovani lézi az do velikosti
3-4 mm v tydnech 10-12. U tfi zvifat zGstaly suché léze pfitomny aZ do ukonceni experimentu v 25.
tydnu. U ostatnich zvitat dochazelo k postupnému hojeni (Tab. 3). Experiment byl ukoncen 25 tydnu
Pl usmrcenim zvitat a naslednou pitvou, pfi které byly odebrany vzorky krve, usi, pfednich a zadnich
pacek, spadovych uzlin usi, sleziny, jater a ocasu. Pfitomnost DNA leishmanii byla potvrzena pomoci
gPCR zamérené na kDNA u 4/11 zvifat v usich, prednich a zadnich packach a ocase (Tab. 4).
V ostatnich odebranych vzorcich nebyla detekovdna ptitomnost DNA L. major. U zvifete
analyzovaného 12. tyden PI bylo zaznamenano vyssi mnozZstvi parazitl nez u zvifat analyzovanych az
po ukondeni experimentu. Tato skute¢nost odpovida vysledkiim xenodiagnostik, jelikoz A. niloticus
byli infekéni pro flebotomy pouze 5. a 10. tyden PI. Infektivita se v téchto tydnech pohybovala mezi 4-
10 % (Tab. 5). V pozdnéjsich fazich infekce jiz byly xenodiagnostické pokusy negativni (Sadlova et al.
2019).

A f B

Obr. 19 — Vzhled usi A. niloticus infikovanych L. major 12 tydnG Pl. A — depigmentace centralni ¢asti usi ohranicena

hyperpigmentovanym okrajem; B — hyperpigmentace ucha
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Tab. 3 — Externi manifestace v misté inokulace infekce L. major LV109 v pribéhu pokusu s A.
niloticus. Zvifata B1-B5 byla infikovana promastigoty z kultury (skupina B), zvifata C1-C6 byla
infikovana promastigoty z TMG P. duboscgi (skupina C). Cerna barva — hyper-pigmentace, $eda barva
— depigmentace ve stfedu léze ohrani¢end hyper-pigmentovanymi okraji. Cisla znazorfiuji velikost

postizené ¢asti ucha v mm. * - zvife zemfelo 12. tyden PI.

Suite Tyden po infekci

2 4 6 8 10 | 12 | 14 | 16 | 18 | 20 | 22 | 24 | 25
B1* / X X X X X X X X
B2 25(35 (35| 4 4 4 4 4
B3 4 4 4 4 4
B4 4 4 4
B5 25135 4 4 4 4 3 3
C1
C2 2 4 4 3 3 3 3 3 3
C3 /] /]
Cc4
C5
Cé 25| 3 3 |15

Tab. 4 — Lokalizace a intenzita infekce u zvitat s pozitivnimi vzorky z gPCR. * - zvife utraceno v 12.

tydnu PI. +++ silna infekce; ++ stfedni infekce; + slaba infekce

Analyzované C1 (L. major | B1 (L. major| B2 (L. major|B3 (L. major
tkané/organy z flebotom) z kultury)* z kultury) z kultury)

Levé (Inokulované) | - +++ ++ -

ucho

Pravé ucho - ++ - ++

Predni packy + - - -

Zadni packy - + - +

Ocas - - - +
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Tab. 5 — Vysledky xenodiagnostickych pokus( s A. niloticus

Pocet Pocet pitvanych | MnoiZstvi
Tyden PI. testovanych flebotomu nakaZenych
zvirat flebotomu
Infekce leishmaniemi z flebotom (skupina C)
5 2 30 3 (10 %)
10 2 33 2 (6,1 %)
15 2 63 0
20 2 31 0
25 6 108 0
Infekce leishmaniemi z kultury (skupina B)
5 3 49 2(4,1%)
10 2 18 1(5,6 %)
15 3 66 0
20 2 31 0
25 4 47 0
Celkem 476 8(1,7%)

4.3.2. Experimentdlni infekce M. natalensis

Pro pokusy s M. natalensis byly vytvofeny 3 skupiny po 6 jedincich — jedna infikovana L. major
(LV109) a jedna infikovand L. sp. zGhany infekéni ddvkou 1x10” do levého ucha. Procento
metacyklickych stadii v pdvodni kultufe bylo 32,7 % pro L. sp. zGhany a 5,5 % pro L. major. Treti

skupina byla kontrolni, neinfikovana a slouzila k ptfipadnym porovnanim ptirlstk( zvirat.

Béhem pokusu doslo u skupiny nakaZené L. sp. z Ghany ksignifikantné pomalejsimu
prirGstku hmotnosti oproti kontrolam (P = 0.01) zatimco zvifata infikovana L. major se vahové nelisila
od kontrol (P = 0.98, pfiloha 3). U Zadné ze skupin nedoslo k vyvinu lézi nebo jinych abnormalit
na usich nebo jinde na téle. Zvitata nebyla infekéni pfi Zzddné z xenodiagnostik provedenych v tydnech
5, 10, 15 a 20 PI (0/202 flebotom u L. major a 0/87 pooll u L. sp. z Ghany). Dvé zvifata ze skupiny
infikované L. major a jedno zvife ze skupiny infikované L. sp. z Ghana zemrely v pribéhu pokusu a
nebyly jim odebrany vzorky tkani. Jedno zvife ze skupiny L. sp. z Ghany bylo z divodu Spatného
zdravotniho stavu usmrceno v 16. tydnu Pl a byly mu odebrany vzorky tkani. Zadny z téchto vzork

nebyl pozitivni na pfitomnost DNA leishmanii pfi PCR.
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V 20. tydnu PI byla zvifata utracena, vypitvana a vzorky zpracovany a byla provedena gPCR.
Ve Ctyfech z osmi zvitat byla detekovana DNA leishmanii, tedy u 3/4 zvifat infikovanych L. major a
1/4 zvitat infikovanych L. sp. z Ghany. Vzorky izolované z krve, spadovych miznich uzlin na pravé
strané hlavy, zadnich pacek, sleziny a jater byly negativni na pfitomnost DNA leishmanii. Slabé
infekce byly zachyceny ve vzorcich inokulovaného (levého) ucha a jeho spadové uzliny, pravého ucha,
prednich pacek a ocasu. Distribuce leishmanii v téle zvifat, ve kterych byla nalezena DNA parazitl je
shrnuta v tabulce 6.
Tab. 6 — Distribuce leishmanii v téle zvirat, ve kterych byla objevena DNA parazita. +++ silna infekce;

++ stfedni infekce; + slaba infekce

Analyzované L. major 1 L. major 2 L. major 3 L. sp. z Ghany
tkané/organy

Leva uzlina - - + +

Levé ucho + + + +

(inokulované)

Pravé ucho - - - +
Predni packy - - + +
Ocas - - + -
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5. Diskuze

Leishmanie podrodu Mundinia jsou nejnovéji popsanym podrodem leishmanii (Espinosa et al. 2016).
O biologii péti druh(, které tvofi tuto zajimavou skupinu, je dosud znamo velice malo. Maji unikatni
fylogenetické postaveni (jsou bazalni skupinou na vétvi k ostatnim leishmaniim), (Barrat et al. 2017) a
geografické rozsiteni (jednotlivi zastupci byli izolovani z rGznych oblasti celého svéta), (Muniz,
Medina 1948; Dedet et al. 1995; Reuss et al. 2012, Mdiller et al. 2009; Lobsinger et al. 2010; Rose et
al. 2004; Bualert et al. 2012). Mnoho otazek také vyvolava identita jejich prenasect (Dougall et al.
2011) a rezervoarovych hostitell, a pravé identifikace téchto druhl by mohla vést klepsimu
pochopeni a pfipadné kontrole onemocnéni. Zodpovézeni nebo alespor drobné pfispéni k objasnéni

nékterych z téchto otazek bylo hlavni motivaci k vypracovani a sepsani této prace.

Jednim ze zakladnich pilitd laboratorniho parazitologického vyzkumu je dostupnost
vhodného modelového zvifete pro testovani priibéhu a projevil infekce. Vzhledem k tomu, Ze jedina
zvitata, ze kterych byl dfive zastupce podrodu Mundinia izolovan, jsou domaci morcata (Cavia
porcellus), (Muniz, Medina, 1948) a klokani (Rose et al. 2004), byla volba pravé morcat prvnim
logickym krokem. Leishmania enriettii byla opakované izolovana z doméacich morcat z rGznych lokalit
v Brazilii (Muniz, Medina 1948; Luz et at. 1967 v Machado et al. 1994). Jednotlivé nalezy ovsem od
sebe déli 20 let, coz je samo o sobé velmi zajimavé, protoze morce je hojné chovanym domacim
mazlickem a k ndkaze L. enriettii je podle laboratornich studii velmi nachylné (Paraense et al. 1953,
Bryceson et al. 1970). Dlouhy ¢asovy interval mezi jednotlivymi pfipady je zvlastni a vyvolava
minimalné 3 otazky: 1) Je infikovanych morcat ve skutecnosti hodné, jen se nedostanou k vySetreni a
izolaci parazita? 2) Nebo se infikovani pfenaseci a RH vyskytuji jen velmi vyjimecné v blizkosti lidskych
sidel? 3) V pfipadé, Ze jsou to striktné pralesni druhy, jsou do kolobéhu parazita do¢asné zapojeny i
dalsi druhy pfenasece Ci sekundarniho RH, jejichz pfirozeny habitat se vice prekryva s lidskymi sidly,

ve kterych se domaci morcata vyskytuji?

V nadich pokusech se potvrdila nachylnost morcat k L. enriettii. U vSech nakaZenych zvifat
doslo k vyvoji typickych lézi na usSich a xenodiagnostické pokusy byly pozitivni ve 4. a 8. tydnu PI.
Procento infikovanych flebotomi bylo pfitom vyrazné vyssi ve 4. tydnu Pl nez v tydnu 8 Pl. Takovy
pokles infektivity v pribéhu pokusu pozorovali také Seblova et al. (2015). Po ukonceni experimentu
nebyla v télech morcat identifikovatelnd DNA parazitll. Spontanni hojeni lézi morcat popisuje také
Paranaiba et al. (2015). V jejich experimentech, kdy morcata byla intradermalné inokulovana davkou
10° promastigotd, se liSila virulence dvou pouzitych kmen(; jeden z nich (Cobaia) vibec |éze netvofil,
zatimco léze tvorené kmenem L88 se zvétSovaly mezi tydnem 4-6 Pl, poté se jejich velikost

zmensovala aZ do vyhojeni. Autofi také popisuji tvorbu vétsich Iézi u skupiny infikované s pridanim
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slinnych Zlaz flebotom(. Naopak ve studii Thomaz-Soccol et al. (1996) doslo pfti infekci morcat
amastigoty kmene, ktery se dle izoenzymové analyzy shodoval s kmenem L88, kvyraznéjsim
projevim onemocnéni, jez zahrnovalo diseminaci leishmanii po téle morcat a naslednou smrt vSech
tfi testovanych jedincd. Autofi bohuZel ve studii neuvadéji infekéni davku, kterou byla zvirata
nakaZena, a tak neni moiné porovnat, zda k rozdilnému pribéhu infekce doslo vlivem rozdilné
infekéni davky nebo virulenci cerstvého izolatu. Diseminaci v téle moréat pozorovali béhem své
studie i Paraense (1953), ktefi infikovali zvifata homogenatem lézi s amastigoty a Seblova et al.
(2015), kde inokulum tvofilo 10’promastigotu. Tyto vysledky ukazuji jednak na rozdilnou patogenitu a
schopnost diseminace jednotlivych izolatd, jednak ilustruji vliv uspofadani experimentu na pribéh
infekci (velikost a charakter infekéniho inokula, poufZiti slinnych Zlaz flebotomu). Vyvoj L. enriettii byl
kromé morcat dfive testovan také v kfeccich Mesocriterus auratus, u kterych dochazi pouze k vyvinu
docasnych lézi lokalizovanych v misté inokulace a k jejich naslednému vyhojeni (Belehu et al. 1976;
Seblova et al. 2015). OvSem pfi pokusech o infekce divokych morcéat, makakd a pst (Muniz, Medina
1948) nebylo dosazeno pozitivnich vysledk(. Morcata jsou tedy zatim nejlepsim modelem

pro vyzkum L. enriettii.

Nase pokusy bohuZel ukazaly, Ze ostatni leishmanie z podrodu Mundinia se v morcatech
zdarné vyvijet nedokazou. Na morcéatech infikovanych L. macropodum, L. sp zGhany a L.
martiniquensis (CulR1) nebyly béhem 13tydennich pokusld rozpoznatelné Zzadné symptomy
probihajici infekce, zvifata nebyla infekéni pro flebotomy a pitvy a naslednd analyza vybranych casti
téla pomoci PCR neodhalily pfitomnost DNA leishmanii v Zzadném z pokusnych zvifat. V pfipadé
infekci martinickym kmenem L. martiniquensis (MAR1) a druhem L. orientalis sice doslo
k signifikantnim zménam na povrchu usi, ale pouze kratkodobé a zvitfata nebyla ani v této fazi infekce
infekéni pro flebotomy. V Zadném z odebranych vzork( tkdné po ukonceni experimentu navic nebyla
identifikovatelna DNA leishmanii. Zda se tedy, Ze leishmanie jsou schopny pouze docasného udrzeni

v uchu morcete, ale nejsou schopny prekonat imunitni bariéry, které jim brani v dalsi diseminaci.

Pro lepsi pochopeni chovani leishmanii podrodu Mundinia tak bude nutné vybrat jiny zvifeci
modelovy organismus. Jako prvni variantou se jevi BALB/c mysi pouZivané pro vyzkum mnoha jinych
druhl leishmanii. Infekce tohoto imunodeficientniho mysiho kmene by mohly prinést odpovédi
na mnohé diléi otazky, byt nenahradi model pfirozeného hostitele a nemlzZou vérné simulovat
skutecnou situaci v pfirodé. Nabizi se i pokus o infekce kfeckll Mesocricetus auratus, ve kterych se
alespon docasné vyviji L. enriettii (Belehu et al. 1976, Seblova et al. 2015) ¢i méné obvyklych modelq,
jako jsou krecici dzungarsti (Phodopus sungorus), kiecici Cinsti (Cricetulus griseus) Ci pestrusky
pise¢né (Lagurus lagurus). Tato zvifata jsou mimoradné vnimava k SirSimu spektru leishmanii, jak

ukazuji dosud nepublikované vysledky nasi skupiny.
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Dalsim bodem této prace byly experimentdlni infekce divokych subsaharskych hlodavci
Arvicanthis niloticus a Mastomys natalensis dvéma druhy leishmanii — L. major (senegalsky kmen
LV109) a L. sp. z Ghany. Tyto dva druhy hlodavcl by pravdépodobné mohly byt zapojeny
do pfirozeného cyklu L. major v subsaharské Africe, protoZe v nich tento parazit byl opakované
v terénu detekovan (shrnuto v Ashford 1996, Ashford 2000, Desjeux 1991) a jsou to hojné druhy Zijici
v endemickych oblastech ve velkych populacnich hustotdch, casto velmi blizko lidskych sidel.
V nedavno publikované laboratorni praci, ktera obsahuje mimo jiné i ¢ast vysledk( této DP (infekce
A. niloticus), je moZnost zapojeni hlodavcl rodld Mastomys a Arvicanthis do pfenosu L. major
potvrzena. Byli schopni udrZet v sobé L. major po mnoho tydnU a infikovat flebotomy bez viditelnych
zdravotnich komplikaci. Vyssi procento nakazenych jedincu, rozsahlejsi diseminace parazitd v téle
hostitell a delsi perioda infektivity pro flebotomy u M. natalensis nez u rodu Arvicanthis pak svédci
o vyznamnéjsi roli M. natalensis v pfenosu tohoto parazita, ovSem Arvicanthis by mohl slouzit jako
potencialni rezervoar v obdobi, kdy populacni hustoty M. natalensis poklesnou (Sadlova et al. 2019).
Infekce M. natalensis provadéné v této DP nepfrinesly pozitivni vysledky xenodiagnostickych pokusu,
a prestoze byly leishmanie pfitomné u 3/4 testovanych zvifat, po¢ty detekovanych parazitd post
mortem pomoci gPCR byly prekvapivé nizké. Pricitdme to nizsi kvalité inokula, které obsahovalo jen
5 % metacyklickych forem. Jiz dfive bylo prokdzano, Ze podil metacyklickych stadii je, spole¢né
s dalSimi faktory, jako napfiklad misto inokulace nebo infekéni davka, jednim z krucidlnich bodu

pro nasledny vyvoj infekce (Stamper et al. 2011).

Pro tuto diplomovou praci byly podstatnou ¢asti experimentalni infekce zvifat L. sp. z Ghany.
BohuZel se ukazalo, Ze v A. niloticus ani M. natalensis se, i pres vysoké procento metacyklickych stadii
v inokulu (42 % u A. niloticus a 32,7 % u M. natalensis) tento druh leishmanie dobfe nevyviji — zvifata
nebyla infekéni pro flebotomy a parazit prezil do konce pokusu jen v jedné M. natalensis, a to ve
velmi malém poctu, evidentné nedostateCcném pro nakazu prenasece. Tudiz je velmi
nepravdépodobné, Ze by tyto druhy hlodavcl byly zapojené do ptirozeného cyklu L. sp. z Ghany.
Ovsem pro definitivni zavér by bylo tfeba zopakovat experiment na vétsim poctu zvifat. Pro odhaleni
rezervoarového druhu zvifete bude tedy nutné provést detailni analyzu tamé;jsi fauny a z ni vybrat
vhodného kandidata pro dalsi testovani. Nelze vyloudit ani hypotetickou moZnost, Ze tento parazit
koluje v Ghané jako antropondza bez ucasti jinych rezervoarovych hostitelll. Frekvence lidskych

pripadld mlze byt podcenéna zdménami s L. major a L. tropica (Kweku et al. 2011).

Zatim jediny zastupce podrodu Mundinia, australska L. macropodum, ma témér definitivné
potvrzené prenasece — tipliky rodu Forcipomyia (Lasiohelea) (Dougall et al. 2011). ProtozZe také pfi
experimentalnich infekcich tiplikd C. sonorensis druhem L. enriettii dochdazi v laboratornich

podminkach k vyvinu pozdnich infekci s kolonizaci stomodealni valvy (Seblova at al. 2015), je tfeba
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uvaZovat zapojeni tiplikd i v pfipadé jinych leishmanii tohoto podrodu. Samozifejmé jsou ale prvnimi

kandidaty na hledané prenasece téchto leishmanii rlizné druhy flebotoma.

Z vice nez 800 znamych druht flebotom( jich je jen neceld stovka zapojena do prenosu
leishmanii (shrnuto v Maroli et al. 2013). Nékteré druhy pfitom podporuji vyvoj rdznych druht
leishmanii (tzv. permisivni vektofi), jiné pouze vyvoj urcitého druhu leishmanie (specificti vektori
(shrnuto v Dostalova, Volf 2012). Faktory kontrolujici kompetenci prenasece plsobi hlavné v ¢asné
fazi vyvoje leishmanii ve flebotomech. Ke ztraté infekci dochazi zpravidla pfi defekaci nestravenych
zbytkd potravy, a to, pokud nejsou leishmanie schopny celit jednomu ze tfi faktort: (1) nedokazou
prezit v nehostinném prostredi mezenteronu béhem traveni krve, (2) nedokazou uniknout z PM ¢i (3)
prichytit se ke stfevnimu epitelu b&hem defekace (shrnuto v Dostalovd, Volf 2012). Uspédna infekce
po defekaci flebotoma je pak charakterizovana anteriorni lokalizaci parazit(i s kolonizaci stomodealni
valvy flebotoma a pfitomnosti metacyklickych infekénich stadii. Nalez DNA leishmanii ve flebotomech
pfi terénnim vyzkumu, bez uUdaje o lokalizaci infekce a stupni straveni krve, tedy sdm o sobé
rozhodné neznamend, Ze dany druh flebotoma je opravdu prenasecem. Pfi hledani prenasece by
mély laboratorni experimenty doplfiovat terénni vyzkum a poskytnout cennou informaci, zda druhy
flebotomu, vyskytujici se sympatricky s danym druhem leishmanie, jsou schopny podporovat
kompletné jejich vyvoj. Vtéto praci jsme chtéli prispét kidentifikaci prenasec¢l L. (Mundinia)
testovanim jejich schopnosti vyvoje v téch druzich flebotom(, které mame k dispozici v koloniich

chovanych v nasi laboratofi.

Pro testovani vyvoje L. enriettii byla vybrana Lu. migonei, permisivni vektor se schopnosti
prenaset L. infantum (Guimardes et al. 2016). Leishmania enriettii neni schopna se v tomto druhu
flebotoma vyvijet a je vydefekovana spolu se zbytky krve. Stejny pribéh Ize pozorovat i pfi infekcich
Lu. longipalpis, jak jiz popsali Seblova et al. (2015). Dalsim kandidatem tak zGstdva napfriklad
Lu. monticola, ktera byla nachytana pobliz mist infekci morcat v 70. letech 20. stoleti (Luz et al. 1967

v Machado et al. 1994), tento druh ovSsem neni v laboratofich chovan.

Lutzomyia migonei byla zdroven pouzita i pro experimentdlni infekce L. macropodum.
Hlavnim cilem zde bylo zjistit, zda se muZe australsky druh leishmanie kromé tiplikG vyvijet i
v permisivnim vektoru zrodu Lutzomyia. Stejné jako v ptipadé L. enriettii byly leishmanie
vydefekovdny spolecné s krvi. JelikoZ v endemické oblasti byly identifikovany tyto leishmanie pouze
v tiplicich a infekce tohoto permisivniho vektora i predeslé infekce Lu. longipalpis vedly k negativnim

vysledklim (Seblova et al. 2015), zda se, Ze by tento druh mohl byt adaptovan striktné na tipliky.

Kandidatem na prenasece lidské kutanni leishmanidézy v Ghané zplsobené dosud

nepojmenovanym druhem Leishmania sp. byl P. duboscqi, ktery je v subsaharské oblasti pfenase¢em
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L. major. Ani v tomto pfipadé ale leishmanie nepfeZily defekaci samic a netvofily zralé infekce, a tak i
jedina africka L. (Mundinia) zatim ¢eka na objev svého prenasece. Ve studii provedené Nzelu et al.
2014 byla DNA leishmanii identifikovana v samicich druh(i Sergentomyia hamoni a S. ingrami a tudiz
nelze s jistotou vyloudit ani zapojeni téchto druhl do prenosu. Panuje sice vieobecné rozsifené
presvédceni, Ze rod Sergentomyia prenasi pouze leishmanie plazl, a do prenosu savéich druhl neni
zapojen (shrnuto v Maia a Depaquit, 2016), ovisem vzhledem k tomu, Ze minimalné nékteré druhy
L. (Mundinia) mohou byt pfenaseny tipliky (Dougall et al. 2011; Seblova et al. 2015), nelze vyloucit
ani mozné zapojeni téchto netradi¢nich prenasecu. Jak jiz bylo ale nékolikrat zminéno, samotny nalez
DNA neni dostateénym dukazem pro toto tvrzeni, nebot se mlze jednat o samice s nestravenou krvi

a neni tedy jisté, zda by u nich doslo vyvoji infekce schopné pfenosu na dalsiho hostitele.

Poslednim druhem flebotoma, ktery byl v této praci pouzit byl P. argentipes, hlavni pfenasec
L. donovani v Indii. Tento druh obyva celou Indii a jihovychodni Asii, véetné Thajska (Apiwathnasorn
et al. 1993) a byl zachycen také na Sri-Lance, kde je pfenasec¢em kmene L. donovani, ktery zplsobuje
kutanni formu onemocnéni (Ozbel et al. 2011). Byl vybran pro testovani vyvoje 2 kmeni

L. martiniquensis (MAR1 a CulR1) a L. orientalis.

Zatimco asijsky kmen L. martiniquensis CulR1 netvofil v P. argentipes pozdni infekce spojené
s kolonizaci stomodealni valvy, martinicky kmen MAR1 byl kolonizace SV schopen uz 4. den po sani.
Osmy den byly pozdni infekce s kolonizaci SV pozorovatelné u 7 % pitvanych samic. Jak jiz ale bylo
zminéno, rlst izolatu CulR1 v kulture je charakterizovan tvorbou velkych rozet, coz mohlo negativné
ovlivnit schopnost flebotom(l nasat dostatecné mnozstvi leishmanii. Fakt, Ze u kmene z Martiniku
dochazi kvyvoji pozdnich infekci, slouzi jako motivace kvyzkumu dalSich druhl flebotoml
v endemickych lokalitdch. Na Martiniku se endemicky vyskytuji pouze Lu. atroclavata a
Lu. cayennensis (Desbois et al. 2014), takZe se nabizi zapojeni jednoho z téchto druhd. V Thajsku byla
Leishmania martiniquensis izolovana i z nachytanych samic rodu Sergentomyia, proto nelze zcela
vyloucit ani roli téchto flebotomU (Kanjanopas et al. 2013) s vyhradami zminénymi v pasazi o L. sp.
zGhany a S. hamoni a S. ingrami. Nelze samozifejmé pominout moznou roli tiplik( pfi prenosu

L. martiniquensis.

Poslednim testovanym asijskym izolatem byl druh L. orientalis. Dle vysledk( se zd3, Ze zde je
zapojeni P. argentipes do zivotniho cyklu této leishmanie velmi pravdépodobné, nebot pfi infekcich
doslo ke kolonizaci SV u 21,5 % pitvanych samic a byla zaznamenana i tvorba metacyklickych forem
parazita. To je dosud prvni UspéSny doklad vyvoje nékterého zdruhl podrodu Mundinia

ve flebotomech. Stejné jako u ostatnich druhi podrodu ale nelze vyloudit ani zapojeni tiplik(.
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Pavodné mély byt v této praci zahrnuty i vysledky z celogenomového sekvenovani 3 druh(
L. (Mundinia) — L. enriettii, L. macropodum a L. martiniquensis (MAR1) a nasledné porovnani jejich
genomU s ostatnimi druhy leishmanii. Tato ¢ast projektu ale byla zavisla na spolupraci s laboratofi V.
Yurchenka. ProtoZe jsem se nemohl tcastnit vSech fazi tohoto vyzkumu, nebyl mdj podil na ziskanych
vysledcich dostatecny na to, abych tuto pasaz do své diplomové préace s Cistym svédomim zatadil.
Z vysledk( bioinformatické analyzy nicméné vyplyva, Ze genom leishmanii podrodu Mundinia je
mensi neZ u druhl z podrodd Leishmania a Viannia (cca 30 vs. 32 Mbp), coZ pozitivné koreluje
s faktem, Ze vuzlu vétveni podrodu Mundinia bylo zaznamenano pouze 13 ziskanych a 234
ztracenych ortolognich skupin. VSech 13 ziskanych a 148/234 ztracenych skupin kdéduje proteiny
sneznamou funkci (hypothetical proteins). Anotace sekvenci ztracenych ortolognich skupin
naznacuje zmény ve struktutfe povrchu leishmanii, mimo jiné, v genech zodpovédnych za interakci
s pfenaseCem a hostitelem. Tato prace je nyni zasldana k posouzeni do c¢asopisu BMC Genomics
(Butenko et al., nepublikovano). Na tuto analyzu genomu bych chtél navazat béhem dizertacni prace
a analyzovat vybrané geny pomoci metody CRISPR-Cas9. Zjisténi skutecné role jednotlivych gen(
pfi vyvoji v prenaseci a hostiteli by mohlo v budoucnu pfinést lepsi pochopeni biologie nejen téchto

zdhadnych leishmanii, ale i ostatnich druht tohoto rodu.
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6. Shrnuti

Experimentalni infekce flebotoma:

e Lutzomyia migonei nepodporuje vyvoj L. enriettii ani L. macropodum.

e Phlebotomus duboscqi nepodporuje vyvoj L. sp. z Ghany.

e Phlebotomus argentipes ¢asteéné podporuje vyvoj L. martiniquensis, nebot v 7 % pitvanych
samic nakaZzenych martinickym izoldtem doslo kvyvinu pozdnich infekci s kolonizaci
stomodeadlni valvy. Neni tedy vylou¢eno jeho zapojeni v kolobéhu L. martiniquensis, ale
pravdépodobné se nejednd o dullezitého/hlavniho prenasece, a to i vzhledem ktomu, Ze
thajsky izolat zralé infekce s kolonizaci stomodealni valvy ve P. argentipes netvofil.

e P. argentipes podporuje vyvoj L. orientalis, nebot u 21,5 % pitvanych samic byla detekovana
pozdni infekce s kolonizaci stomodedlni valvy a byly zde pfitomné i metacyklické formy
parazita. Tento druh flebotoma ma tedy kapacitu pfenaset tento druh leishmanie, cozZ je prvni
pozitivni vysledek pfi hledani prenasecl leishmanii z podrodu Mundinia mezi flebotomy.
Tento poznatek vyznamné pfrispiva k identifikaci pfenasece L. orientalis, ovsem bude nutno
doplnit dalsi dlkazy zterénu a pripadné provést prenosové experimenty. Zapojeni

P. argentipes do prenosu nevylucuje pfitomnost dalsiho vektora.
V navazujici disertacni prdci bych chtél vyvoj jednotlivych druhi leishmanii podrodu Mundinia
testovat také v tiplicich. V ramci programu INFRAVEC2 mdme zajistény doddvky Culicoides

sonorensis z Pirbright Institute (UK) a prvni pilotni experiment prinesl velmi slibné vysledky.

Experimentalni infekce morcat:

e Bylo zjiSténo, Ze domaci morce (Cavia porcellus) neni dobrym laboratornim modelem pro
studium leishmanii podrodu Mundinia s vyjimkou L. enriettii. Docasné vnéjsi projevy
onemocnéni byly pozorovany také u zvifat infikovanych L. martiniquensis (MAR1) a
L. orientalis, ale pouze zvifata nakazena L. enriettii byla infekéni pro flebotomy pfi
xenodiagnostikach. V zadném zinfikovanych zvifat nebyla po ukoncéeni experimentu

identifikovana DNA leishmanii.

Dalsi volbou pfi hleddni laboratorniho modelu budou mysi BALB/c a krecik dZungarsky

(Phodopus sungorus).
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Experimentalni infekce Arvicanthis niloticus a Mastomys natalensis:

Vysledky pokust nepodporuji hypotézu, Ze by tyto druhy hlodavcti mohly slouzit jako
rezervoarovi hostitelé ghanského druhu podrodu Mundinia. 74dné ze zvifat nebylo
v prlibéhu pokusu infekéni pro flebotomy a po ukonceni pokusu nebyla identifikovana DNA
leishmanii v Zadném A. niloticus. V jedné M. natalensis byla DNA detekovdna v levém
inokulovaném uchu a jeho spadové uzling, v ptednich packach a v pravém uchu, oviem vsude

jen v nizkém poctu.

Naproti tomu, Arvicanthis niloticus je pravdépodobné zapojen vcyklu L. major
v subsaharské Africe, nebot u inokulovanych zvifat doslo k vyvinu lézi a zvifata byla infekéni

pro flebotomy v tydnech 5 a 10 po infekci.

U obou druhi téchto subsaharskych hlodavcii testujeme v rémci projektu GACR také jejich
hostitelskou kompetenci pro L. major a L. donovani. Vysledky pokust s L. major byly jiZ

publikovdny.

Celogenomova sekvenace a srovnani genomu L. (Mundinia) s ostatnimi_ podrody rodu

Leishmania:

Tato ¢ast neni oproti plvodnimu zaméru zarazena do diplomové prace, protoZe jsem se
nemohl Ucastnit vsech duleZitych fazi tohoto vyzkumu, ktery probihal ve spolupraci
s laboratofi V. Yurchenka. Prace je zaslana k posouzeni do ¢asopisu BMC Genomics (Butenko

et al., nepublikovano).

Na vysledky celogenomového sekvenovadni tfi druhi L. (Mundinia) a ndsledného porovndni
jejich genoma s ostatnimi druhy leishmanii chci navdzat ve své dizertacni prdci a analyzovat
vybrané geny pomoci metody CRISPR-Cas9 a experimentdlinich infekci prenaseci a hostitelt

mutantnimi a kontrolnimi liniemi.
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8. Prilohy

Pfiloha 1: Hmotnost (g) experimentalné nakazenych morcat v pribéhu pokusu.

L. sp. L. sp. L. sp.
Kmen leishmanie MAR1 MAR1 MAR1 z Ghany z Ghany z Ghany kontrola
Oznaceni zvifete 1 2 3 4 5 6 7
T1PI 464 479 480 467 483 459 459
T2 PI 497 503 512 482 505 462 526
T3 PI 548 545 560 505 585 500 569
T4 PI 571 586 594 545 614 510 591
T5PI 625 595 614 593 634 540 628
T6 PI 693 651 639 633 685 598 662
T7 Pl 713 653 661 667 697 624 692
T8 PI 787 754 755 749 751 696 780
T PI 780 807 779 743 778 734 808
T10PI 880 829 811 802 789 744 854
T11PI 888 856 823 820 753 774 874
T12 PI 919 876 863 833 727 797 887
Kmen leishmanie CulR1 CulR1 CulR1 LSCM4 LSCM4 LSCM4 kontrola
Oznaceni zvifete 8 9 10 11 12 13 14
T1PI 463 442 443 444 508 463 461
T2 PI 490 484 562 535 540 553 477
T3 PI 542 549 569 538 590 557 513
T4 PI 621 586 595 592 624 600 556
T5PI 628 630 656 630 674 621 602
T6 PI 651 647 661 667 704 646 647
T7 PI 691 692 697 690 738 670 676
T8 PI 711 710 710 763 780 683 753
T9 PI 710 700 802 775 805 684 769
T10PI 741 730 728 793 832 710 795
T11PI 776 756 765 808 851 735 795
T12 PI 792 768 772 826 853 750 836
Kmen leishmanie LV756 LV756 LV756 LV90 LV90 LV90 kontrola
Oznaceni zvifete 15 16 17 18 19 20 21
T1PI 569 634 610 492 540 548 566
T2 PI 500 567 558 434 490 438 526
T3 PI 526 575 558 492 502 470 524
T4 Pl 557 669 637 540 470 528 576
T5PI 560 721 664 560 558 551 571
T6 PI 573 729 667 574 533 560 605
T7 PI 616 768 719 631 562 655 633
T8 PI 615 792 763 670 590 653 659
T9 PI 582 852 799 700 571 614 637
T10PI 633 892 840 730 647 722 705
T11PI 655 920 853 746 699 766 736
T12 PI 680 938 887 763 731 805 760
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Pfiloha 2: Hmotnost (g) experimentalné nakaZzenych A. niloticus v pribéhu pokusu.

L. sp. z Ghany kontrola  kontrola  kontrola  kontrola
Oznaceni
zvirete 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
T1PI 184 245 230 204 170 184 123 136 210 201
T2 PI 186 239 206 211 188 196 127 140 208 204
T4 PI 194 243 214 212 191 197 120 135 221 208
T6 PI 187 244 209 213 200 202 116 133 233 209
T8 PI 191 264 223 214 210 223 122 142 242 209
T10 PI 190 249 219 236 215 222 107 147 254 208
T12 PI 189 243 214 241 217 225 0 147 261 208
T14 PI 206 248 221 231 223 218 0 140 262 215
T16 PI 219 251 228 230 230 221 0 144 278 217
T18 PI 231 267 243 250 246 235 0 156 296 237
T20 PI 229 260 243 242 230 225 0 148 285 234
T22 PI 230 269 248 256 235 222 0 127 301 238
T24 PI 229 274 258 268 245 203 0 124 319 249
LV 109
z kultury kontrola  kontrola kontrola kontrola
Oznaceni
zvifete 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
T1PI 240 233 257 134 161 164 199 302 199 280
T2 PI 229 238 258 122 156 153 191 300 190 279
T4 PI 217 239 262 123 163 155 199 302 183 283
T6 PI 184 241 257 112 164 150 192 298 183 283
T8 PI 164 245 257 0 171 153 194 305 189 290
T10 PI 156 250 261 0 177 148 198 306 190 298
T12 PI 0 239 259 0 173 150 190 309 189 294
T14 PI 0 243 247 0 179 151 193 316 199 292
T16 PI 0 249 247 0 183 153 202 322 210 300
T18 PI 0 259 261 0 197 163 221 335 223 313
T20 PI 0 246 252 0 200 156 208 329 205 295
T22 PI 0 248 257 0 201 163 207 332 214 292
T24 PI 0 254 262 0 207 175 206 343 218 290
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Lv109
z TMG kontrola kontrola kontrola kontrola
Oznaceni
zvirete 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
T1PI 120 98 123 284 243 199 165 145 232 224
T2 PI 112 103 125 286 250 199 121 145 234 229
T4 PI 117 126 144 293 252 209 124 164 251 240
T6 PI 116 132 153 295 257 218 123 170 255 241
T8 PI 114 131 156 289 259 218 125 154 255 244
T10PI 115 133 173 288 259 215 126 158 257 244
T12 PI 113 147 182 300 267 224 128 158 265 253
T14 PI 115 152 191 307 268 224 127 165 263 262
T16 PI 127 150 195 322 272 220 135 163 253 269
T18 PI 122 142 202 320 270 211 128 170 249 265
T20PI 130 134 209 336 282 199 127 180 261 278
T22 PI 137 126 224 348 280 192 127 185 268 289
T24 PI 142 136 226 359 284 190 127 192 254 293

Priloha 3: Hmotnost (g) experimentalné nakazenych M. natalensis v pribéhu pokusu.

Skupina 1
L. sp. z Ghany
Oznaceni zvifete 1 2 3 4 5 6
T1PI 68 61 53 69 69 51
T2 PI 62 61 55 69 71 52
T3 PI 70 60 57 74 70 53
T4 PI 79 62 59 72 69 55
T5 PI 74 60 60 72 69 54
T6 PI 72 58 60 72 72 51
T7 PI 80 64 63 74 73 53
T8 PI 77 63 63 75 73 55
T9 PI 78 65 64 73 78 61
T10PI 80 66 63 73 80 67
T11PI 82 65 62 78 75 71
T12 PI 80 63 64 77 0 73
T13 PI 85 64 63 79 0 74
T14 PI 86 65 64 79 0 74
T15PI 83 66 65 80 0 74
T16 PI 78 0 66 77 0 72
T17 PI 87 0 67 79 0 69
T18 PI 85 0 68 77 0 64
T19 PI 87 0 68 77 0 64
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Skupina 2
L. major LV109

Oznaceni zvifete 1 2 3 4 5 6
T1PI 88 95 74 79 90 62
T2 PI 84 91 76 77 79 62
T3 PI 85 95 80 77 82 68
T4 PI 92 106 86 80 87 80
T5 PI 92 108 84 79 89 78
T6 PI 93 113 72 77 92 70
T7 Pl 95 122 75 73 93 74
T8 PI 95 118 98 83 97 76
T9 PI 94 123 96 80 95 80
T10PI 102 126 100 85 100 84
T11PI 103 125 108 88 94 80
T12 PI 104 128 108 84 105 73
T13 PI 106 128 112 84 115 68
T14 PI 101 122 109 78 104 0
T15PI 109 126 108 0 112 0
T16 PI 104 127 107 0 114 0
T17 PI 107 130 110 0 112 0
T18 PI 102 133 105 0 105 0
T19 PI 102 128 109 0 105 0
Skupina 3
Bez infekce
Oznaceni zvifete 1 2 3 4 5 6
T1PI 55 54 71 58 76 60
T2 PI 56 56 68 56 75 62
T3 PI 58 57 71 59 82 66
T4 Pl 64 66 79 59 78 68
T5 PI 63 66 76 58 76 68
T6 PI 61 65 60 57 72 69
T7 Pl 64 68 63 60 73 70
T8 PI 70 68 82 62 86 74
T9 PI 69 68 87 63 88 75
T10PI 70 72 91 71 99 85
T11PI 68 73 94 74 104 87
T12 PI 67 75 93 71 98 86
T13 PI 76 80 100 83 103 94
T14 PI 74 76 100 78 106 94
T15PI 73 73 99 76 101 88
T16 PI 73 70 97 74 99 90
T17 PI 75 72 95 74 103 87
T18 PI 72 70 92 71 99 85
T19 PI 72 69 96 71 98 88

56




