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ABSTRAKT

Skupina Trypanosoma theileri jsou krevni paraziti kopytnikii. Potvrzenymi vektory
téchto protistil jsou ovadi, v piipadé 7. melophagium ov¢i klosi, ale detekovany byly tyto
trypanosomy taktéz u jelenich klost, komari a flebotomi. Na zakladé pfedchozich
detekci jsme se v této praci zaméfili na zjisténi role komart v prenosu 7. theileri a na
zjisténi prevalence u komart na vybranych lokalitach v Ceské republice, kde dosahovala
az 6,4 %. Krom¢ komaril byla prevalence studovana i u jelenich (4,0 %) a ovcich klost
(16,7 %).

Experimentalni infekce mély za cil ovéfit potencidl komart a flebotomt jako
pienasecu T. theileri. Béhem experimentli bylo vyuzito jednoho druhu flebotoma
Phlebotomus perniciosus a tti druhtt komdrt Culex pipiens molestus, Culex pipiens
quinquefasciatus a Aedes vexans, ale také izolaty T. theileri ¢i T. melophagium s riznym
puvodem. V praci se béhem téchto experimentl projevila riznorodost, jak mezi druhy
komard, tak mezi pouzitymi izolaty. NejlepSich vysledkd bylo dosazeno u kombinace
Aedes aegypti s izolaty z komart, kde prevalence dosahovala az 90,8 %. S GspéSnymi
infekcemi komard byly nésledné provadény experimenty s prediurezi, kdy byla ve
vylu¢ované tekutin€ detekovana infekcni stadia trypanosom.

Fylogenetickd analyza ziskanych sekvenci 7. theileri z terénnich odchyti hmyzu
¢i izolatd z krevnich vzorkd ukazuje variabilitu mezi nami ziskanymi sekvencemi i
v porovnani se sekvencemi z databdze. V nasi analyze se ukazuje nova vétev T. theileri,
ktera nespada ani do jedné z definovanych linii Tthl a Tthll. Zda se, ze fylogeneze

trypanosom skupiny 7. theileri je rozmanitéjsi, nez bylo zatim publikovano.

Kli¢ova slova: klos, komar, flebotom, kopytnik, prevalence, prediureze, vektor,

Trypanosoma theileri, zivotni cykly, hostitelska specifita



ABSTRACT

The Trypanosoma theileri group are blood parasites of ungulates. Confirmed vectors of
these protists are horseflies or sheep keds for 7. melophagium, but these trypanosomes
were also detected in deer keds, mosquitoes and phlebotomus. We targeted on the
investigation of possibility mosquitoes acting as vectors and additionally we targeted on
the prevalence of 7. theileri in mosquitoes at selected locations in the Czech Republic due
to previous positive detection there. The measured prevalence has reached 6,4 % in
mosquitoes, 4 % in deer keds and 16,7 % in sheep keds.

The aim of experimental infections was to discover a potential of mosquitoes and
phlebotomus acting as vectors of the 7. theileri. Phlebotomus perniciosus and three
species of mosquitoes Culex pipiens molestus, Culex pipiens quinquefasciatus and Aedes
vexans were used for those experiments. Furthermore, isolates of 7. theileri and
T. melophagium from different sources were used. The divergence among these isolates
and among used species of insect was found. The best results were achieved with
Ae. aegypti and isolates from mosquitoes, where prevalence had reached 90,8 %. The
infected mosquitoes were used for prediuresis research which had shown infection forms
of the trypanosomes in the urine liquid.

The phylogenetic analyse of 7. theileri sequences from captured insects and blood
samples presented diversity amongst obtained sequences but also there was diversity
found with sequences from the public database. The analysis has shown a new branch
T. theileri, which is not part of defined lines Tthl and Tthll. It seems likely that the

phylogeny of 7. theileri group is more divergent than it has been discovered to this day.

Key words: ked, mosquito, phlebotomus, ungulate, prevalence, prediuresis, vector,

Trypanosoma theileri, life cycle, host specificity
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Seznam zkratek a definice pojmii

e Pojmy
O
O
o
o

O

hostitel — v této praci zahrnuje vzdy savciho hostitele

genotyp — geneticky odlisné varianty spadajici do skupiny 7. theileri
T. theileri-like - T. theileri parazitujici u jinych nez dobytcich hostitelti
amastigote-like — buniky podobné amastigotiim

metacyklicti trypomastigoti/metacykly — infek¢éni stadia pro hostitele

e Zkratky

©)

©)

o

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool

CATL — cathepsin L

CDC — Centers for Disease Control

gGAPDH - glykosomalni glyceraldehyd fosfat dehydrogenaza
ITS — internal transcribed spacer

MIR — Minimum Infection Rate

PCR — polymerazova fetézova reakce

RAPD — random amplification of polymorphic DNA

SL — spliced leader

SSU rRNA — malé ribosomalni podjednotka



1. UVOD A CILE PRACE

Trypanosoma theileri (Laveran, 1902) je kosmopolitnim nepatogennim parazitem,
vyskytujicim se u riznych kopytniki, jako je dobytek, jelenovita zvét, ovee, kozy, buvoli
¢i antilopy (Hoare 1972b; Rodrigues et al. 2003). Ve vétsin¢ piipadi neptisobi zadné
onemocnéni, ale v ojedinélych pfipadech muze byt pfi¢inou zdvaznych klinickych
ptiznakil az smrti hostitele. V nékterych piipadech byla tato trypanosoma detekovana
soubézné s dalsi infekci, ale nékterd onemocnéni byla zpiisobena pouze T. theileri (Wells
1976; Doherty et al. 1993; Seifi 1995; Greco et al. 2000; Braun et al. 2002; Sood et al.
2011). V porovnani se zndmymi trypanosomami (7. b. brucei, T. evansi, T. equiperdum)
zpusobujicimi nemoc nagana, surra ¢i dourina neni natolik veterinarné a ekonomicky
vyznamnad, proto neni v poptedi zajmu vyzkumu. Pfestoze v poslednich letech se objevily
fylogenetické studie odhalujici velkou genetickou variabilitu, stile neni zcela objasnén
vyvoj v hostiteli a neexistuji porovnani mezi souc¢asné odhalenymi genotypy a diive
morfologicky definovanymi druhy. Dalsi prostor pro vyzkum je na tirovni pfenasecu, kde
mezi potvrzené vektory spadaji ovadi (7. theileri) a ov¢i (T. melophagium) ¢i kozi klosi
(T. theodori). Stale ale existuji neprobadané potenciondlni skupiny, ve kterych byla
T. theileri detekovana, naptiklad komafi, jeleni klosi ¢i flebotomové (Bbdse a Petersen
1991; Schonenberger et al. 2016; Calzolari et al. 2018). Vyzkum je navic ztiZen obtiZnou
detekci trypanosom v hostitelich a nemoznosti vyuziti laboratornich zvirat kvili nizké
parazitémii a hostitelské specifité.

Tato prace byla zapocata kvili detekcim T. theileri u hmyzu pfi studiu ptacich
trypanosom v ramci naSeho tymu. 7. theileri byla hojné detekovana pomoci PCR u deseti
druhti komara a nékolika blize neuréenych muchnicek, a to casteji nez ptaci trypanosomy
(Svobodova et al. nepublikovano).

Cile diplomové prace:

e Zjistit prevalenci trypanosom skupiny 7. theileri v komadarech na
vybranych lokalitach.

e Zjistit prevalenci T. theileri u jelenich klost a T. melophagium u ovc¢ich
klosi.

e Prozkoumat experimentalné¢ potencial pienosu 7. theileri u rlznych
vektort.

e Provést fylogenetickou analyzu ziskanych sekvenci T. theileri z vektort a

savcu.



2. LITERARANI PREHLED

2.1. Obecna charakteristika trypanosom skupiny Trypanosoma theileri

Trypanosoma theileri spada do podrodu Megatrypanum, rodu Trypanosoma, tadu
Kinetoplastea, kmene Euglenozoa, fiSe Excavata (Adl et al. 2005). Trypanosomy tohoto
podrodu patfi do sterkordlni skupiny a jsou piendSeny kontaminativné pozienim
infikovaného vektora nebo trusu. V zavislosti na stadiu mohou tyto trypanosomy
dosahovat velikosti od 5 um do 130 um. Tito bicikovei maji velky kinetoplast
lokalizovany v blizkosti jadra dale od konce buiiky. Nejznaméjsi trypanosomy podrodu
Megatrypanum jsou T. theileri a T. melophagium, parazituji u kopytniki, avSak byly
identifikovany taktéz u primati, netopyrd, hlodavct, hmyzozravct a Selem (Hoare
1972a).

Trypanosoma theileri je cizopasnikem dobytka, ale existuji rizné genotypy
parazitujici u rtiznych druhti kopytnikd. Nékteré tyto trypanosomy byly v minulosti
definovany jako samostatné druhy na zaklad¢ infekénich pokust a odlisné morfologie,
naptiklad 7. melophagium a T. cervi (Hoare 1964, Hoare 1972a; Wells 1976; Bose et al.
1987; Kingston a Morton 1975). S nastupem molekuldrnich metod bylo zjisténo, Ze
diverzita v ramci téchto trypanosom u kopytnikli je daleko vét$i a existuji i rizné
genotypy parazitujici u stejnych druhi zvitat. Genotypy parazitujici u jinych kopytnikt
nez dobytka se oznacuji jako T. theileri-like (Bose et al. 1993; Rodrigues et al. 2006;
Fisher et al. 2013). V nasledujicich kapitolach budou piedstaveny jak morfologicky
definované druhy, tak fylogenetické studie této skupiny. Nasledovat budou kapitoly o

patologii a vektorech téchto trypanosom.

2.2. Morfologicky definované druhy skupiny 7. theileri

Trypanosoma theileri (Laveran, 1902) je celosvétove rozsifenym parazitem. Tato
trypanosoma byla popsana jiz na zacdtku minulého stoleti, béhem néhoz byla
identifikovana a popséana pod riznymi nazvy (Hoare 1972f). Potvrzenymi pifenaSeci jsou
ovadi, Tabanidae (Bose et al. 1987; Rodrigues et al. 2006). Tato trypanosoma byla
identifikovana u riznych druhli kopytnikli, ale pfedev§im je povazovéana za parazita
dobytka (Bos taurus) a ndlezy u ostatnich zvifat jsou oznacovany jako T. theileri-like

(Rodrigues et al. 2003).



Trypanosoma melophagium (Flu, 1908) je nepatogennim parazitem ovci
domacich (Ovis aries), ale predpoklada se i vyskyt u ovci ve volné piirodé. Vektorem
téchto bicikovct jsou klosi ov¢i (Melophagus ovinus). Ptfestoze je tato trypanosoma
hostitelsky 1 vektorové specifickd, analyzou SSU rRNA a SL bylo prokazano, ze se jedna
o vnitini genotyp skupiny 7. theileri (Hoare 1972¢; Gibson et al. 2010).

Trypanosoma theodori (Hoare, 1931) je trypanosoma vyskytujici se u koz, jejimz
vektorem jsou klosi Lipoptena capreoli. V krvi se vyskytuje v nizkém mnozstvi a hostiteli
nepusobi zadné onemocnéni. Stejné jako 7. melophagium neni v popiedi zdjmu vyzkumu
a v soucasnych studiich spiSe neni zminovana. Vyskyt je na uzemi Blizkého Vychodu a
jihovychodni Evropy (Bequaert 1942; cit. podle Hoare 1972f; Hoare 1972f).

Ptestoze T. mazamarum (Mazza, Romana a Fiora, 1932) byla popséna zacatkem
20. stoleti, neexistuje o ni doposud mnoho informaci. Je parazitem jelenovitych
kopytniki mazama a popsana byla v Jizni Americe (Hoare 1972d). Trypanosoma
mazamarum byla popsana u Mazama simplicornus, M. rufa toba a M. nemorivaga (Deane
1961; cit podle Hatama et al. 2007).

Ve Spojenych statech byly savei trypanosomy postupné objevovany od konce
Sedesatych let 20. stoleti u riznych druhd jelenovité zvéte. Trypanosomy podrodu
Megatrypanum byly nalezeny v jelenci béloocasém (Odocoileus virginianus), jelenci
uSatém (O. hemionus), jelenu wapiti (Cervus canadensis), bizonu americkém (Bison
bison) a vidlorohu americkém (Antilocapra americana). Tyto trypanosomy byly
morfologicky odliSné od jiz popsanych 7. theileri a T. mazamarum (Kistner a Hanson
1969; Clark 1972; Davies a Clark 1974; Stuht 1975; Kingston et al. 1981). Kingston a
Morton (1975) definovali novy druh 7. cervi pochdzejici z krevnich vzorki jelena wapiti
(C. canadensis). Autofi morfologicky analyzovali bi¢ikovce a porovnali je se znamymi
druhy trypanosom podrodu Megatrypanum u kopytnikd. Nejen Ze zde byly morfologické
odliSnosti, ale pfi experimentalnich nakazach dobytka (Bos taurus) se ukézalo, Ze
bi¢ikovei nejsou schopni zvifata infikovat, zatimco kontrolni zvifata inokulovana
T. theileri byla pozitivni. Trypanosoma cervi byla na Gzemi Spojenych stath taktéz
identifikovana v jelenci usatém, jelenci béloocasém a losu evropském (Alces alces)
(Kingston et al. 1975; Kingston et al. 1981; Davidson et al. 1983; Kingston et al. 1985).

Nasledujici nalezy trypanosom pochdzely z Evropy, kdy byly zatazeny pouze do
podrodu Megatrypanum, poptipadé se uvazovalo, ze se jedna o 7. cervi. Trypanosomy

byly nalezeny u kopytnikt daiika evropského (Dama dama), stnce obecného (Capreolus



capreolus), jelena evropského (Cervus elaphus) a losa evropského (Friedhoff et al. 1984;
Hoffmann et al. 1984; Kingston a Bobek 1985; Kingston et al. 1985).

Na zaklad¢ morfologie odlisné od T. cervi a T. theileri byl v roce 1992 v Polsku
ze srnce obecného izolovan a popsan novy druh 7Trypanosoma stefanskii (Kingston et al.
1992). O ndlezu této trypanosomy se zmiinuje pouze jedna studie, a jelikoz byla tato
trypanosoma definovana pouze morfologicky a v dnesni dobé se pouzivaji k druhové
identifikaci molekularni metody, neexistuje Zadné srovnani 7. stefanskii s jiz popsanymi
druhy ¢i odlisSnymi genotypy téchto trypanosom, které se v nasledujicich letech objevuji
v riznych studiich nejen v Evropé (Bose et al. 1993; Hatama et al. 2007; Neumuller et al.
2012).

Dal$imi morfologicky definovanymi odliSnymi druhy u kopytnikd byly
Trypanosoma ingens (Bruce et al., 1909), T. tragelaphi (Kinghorn a York, 1913) a
T. cephalophi (Bruce et al., 1915) v Africe a v Asii. Trypanosoma tragelaphi
a T. cephalophi byly popsany u antilop, 7. ingens u kancilovitych, antilop a dobytka
(Hoare 1972b; Bigalke et al. 1972). Pozdé&ji byly spiSe povazovany za synonymni druhy
T. theileri, ale s ptichodem molekularnich metod se ukazuje, Ze existuji odlisné genotypy

parazitujici u antilop (Fisher et al. 2013).

2.3. Fylogeneze trypanosom skupiny 7. theileri

Podle fylogenetickych analyz je skupiné 7. theileri nejptibuznéjsi 7. cyclops (Weinman,
1972), jez je parazitem u makakl (Macaca sp.) (Rodrigues et al. 2006; Hamilton et al.
2007). Jiz u prvnich studii vyuZivajici molekuldrni metody RAPD a sekvenaci SSU
rRNA, ITS1 nebo SL bylo zjisténo, Ze T. theileri se dé€li do dvou linii Tthl a Tthll
(Rodrigues et al. 2003, Rodrigues et al. 2006; Rodrigues et al. 2010a). V prtibé¢hu
nasledujicich let bylo v ramci téchto dvou linii odliSeno n€kolik genotypt. Nekteré izolaty
odpovidaji hostitelské specifité a tvoii pouze jeden genotyp, ale v n€kterych piipadech
trypanosomy parazitujici u jednoho druhu hostitele tvoii vice genotypi (Rodrigues et al.
2006; Garcia et al. 2011b). Nejnovéjsi studie v zavislosti na analyzovanych genech
odliSuji aZ 13 genotypil v rdmci linie Tthl (IA — IL) a az Sest genotypt v linii TthII (ITA
—1ID) (Yokoyama et al. 2015; Pacheco et al. 2018).

Pro zkoumani diverzity v rdmci skupiny 7. theileri se osvédcCily zejména geny
ITS1, ITS2, SL a CATL, které jsou variabilnéjsi, zatimco geny SSU rRNA a gGAPDH

jsou konzervovanéjsi a nedokéazi Gpln€ ujasnit vnitini diverzitu genotypi v ramci linii



(Rodrigues et al. 2010a;Rodrigues et al. 2010b; Garcia et al. 2011a; Garcia et al. 2011b;
Fisher et al. 2013).

Na zéklad¢ fylogenetickych studii se ukéazalo, ze T. theileri pochazejici z dobytka
tvofi nezavisle na geografickém vyskytu vice odliSnych genotypt spadajici do linii Tthl
1 TthlI (Rodrigues et al. 2006; Garcia et al. 2011a; Garcia et al. 201 1b; Jaimes-Duefiez et
al. 2018; Suganuma et al. 2019).

Trypanosomy z jelenovitych vytvareji taktéz vice genotypt, které se nachézeji
v obou dvou liniich (Fisher et al. 2013). Pfestoze v minulosti bylo morfologicky
definovano n€kolik druhii trypanosom pochazejicich z jelenovitych, neexistuje studie,
ktera by je porovnavala s molekularné definovanymi genotypy. Nejobsahlejsi studie
zkoumajici fylogenezi trypanosom jelenovité zvéte pochédzi z USA, kdy byla analyzovéana
a porovnana 7. cervi z jelence béloocasého a jelena wapiti spolecné s izolaty z daika
evropského (Némecko) a z jelena sika (Japonska). V ramci této studie byly definovany
odlisné genotypy pro vSechny tyto izolaty (Rodrigues et al. 2010a; Garcia et al. 2011b;
Fisher et al. 2013). Fisher et al. (2013) taktéz ukazuji, Ze existuji odlisné genotypy u
stejné¢ho druhu zvifat, a to jak u jelence béloocasého, tak i1 jelena wapiti. V roce 2020 byla
na zakladé genetické odliSnosti nové definovana Trypanosoma trinaperronei (Teixeira et
al., 2020), ktera spada do skupiny 7. theileri, linie TthIl. Tato trypanosoma byla nalezena
v jelenci béloocasém a Lipoptena mazamae (Garcia et al. 2020).

Rozdilnou situaci ukazuji izolaty T theileri-like z vodnich buvoll (Bubalus
bubalis), které tvoii jednotny genotyp (Tthl D) (Rodrigues et al. 2003, Rodrigues et al.
2006). Samostatny genotyp prezentuje taktéz T. melophagium. V publikovanych
fylogenetickych stromech vZzdy spada do linie TthII genotypu IID. VSechny analyzované
sekvence doposud pochazeji z ov¢ich klost ze dvou lokalit z Chorvatska a Skotska
(Gibson et al. 2010; Garcia et al. 2011b; Martinkovi¢ et al. 2012; Fisher et al. 2013).
Nicméné v roce 2020 byly do databaze GenBank ptidany nové sekvence z ovcich klost
z Mexika, které nebyly zatim publikované, ale vtéto praci byly pouzity do
fylogenetického stromu.

Nékteré studie zahrnuji do fylogenetickych analyz 1 izoladty pochazejici
z africkych antilop chocholatky modré (Philantomba monticola), sitatungy (Tragelaphus
spekii) a vodusky puku (Kobus vardonii). VSechny tyto izolaty spadaji do linie Tthll
(Garcia et al. 2011b; Fisher et al. 2013; Suganuma et al. 2019). Garcia et al. (2011b) ve

fylogenetické analyze na zéklad¢ vice genil ukazuje jak genetickou variabilitu izolatl ze



sitatungy 1 izolath zchocholatky modré navzdjem, tak rozdilnost od ostatnich
studovanych izolatl z dobytka, ovci ¢i jelenovité zvéte.

U Trypanosoma theodori, T. stefanski a T. mazamarum neexistuji dostupné
sekvence. Gibson et al. (2010) ptedpokladaji, ze by T. theodori mohla spadat do skupiny
T. theileri a byt hostitelsky specifickou jako 7. melophagium, se kterym ma obdobny

Vyvoj v pienaseci.
2.4. Vyvoj v hostiteli a patologie

Nakaza hostitele probiha kontaminativné pozfenim infek¢niho vektora ¢i trusu, poptipadé
vetienim trusu do odérek Ci sliznice (Bose 1987). Popis vyvoje T. theileri v hostiteli je
ztizen nizkou parazitémii. U dobytka, ovci a jelenovité zvéie byli pozorovani v krvi
trypomastigoti a epimastigoti. Mnozicim se stadiem jsou epimastigoti, kteti se v krvi nebo
ve vnitinich organech binarn& déli (Hoare 1972f; Hoare 1972¢; Friedhoff et al. 1984;
Kingston et al. 1985; Talat et al. 2005). V zavislosti na infek¢ni ddvce byla prepatentni
perioda pfi experimentalnich ndkazach dobytka od ¢ty do 20 dnl. Vyssi parazitémie
muze T. theileri dosahovat na zacatku infekce a nasledné¢ po nékolika tydnech pocet
paraziti v krvi klesd. Chronicka féze infekce je charakterizovana vyskytem
trypomastigotl v krvi, ktefi slouzi k infekci vektora (Hoare 19721, Hoare 1972¢). Pomoci
kultivace, PCR ¢i ptimé mikroskopie byly trypanosomy detekovany i v jinych tkanich
nez v krvi, a to ve slezin€, mozku, kostni dfeni, varlatech, ledvinach, miznich uzlinach,
mozkomi$nim moku i peritonealni tekutiné¢ (Doherty et al. 1993; Braun et al. 2002;
Hatama et al. 2007; Sood et al. 2011; Amato et al. 2019). Lee et al. (2013) ukazali, ze in
vitro je T. theileri schopna invadovat sav¢i builky a intracelularné se mnoZit ve formé
amastigott.

Infekce T. theileri miize probihat bezptiznakové, symptomaticky ¢i koncit
smrtelné. Onemocnéni byva ¢asto spojeno s dalsi infekci, imunosupresi nebo biezosti, ale
existuji 1 zdznamy, kdy nebyla dalsi infekce detekovana (Wells 1976; Doherty et al. 1993;
Seifi 1995; Greco et al. 2000; Braun et al. 2002; Sood et al. 2011).

Mezi klinickymi pfiznaky onemocnéni je nejcastéji pozorovana anémie, ztraty na
hmotnosti az anorexie, horecky, hemorrhagie stieva s krvavymi prijmy, pokles produkce
mléka (Ward et al. 1984; Doherty et al. 1993; Seifi 1995; Lanevschi-Pietersma et al. 2004;
Villa et al. 2008; Sood et al. 2011; Vairamuthu et al. 2011; Neumuller et al. 2012; Jaimes-
Duefiez et al. 2018). U nékterych piipadi byla zaznamenana meningoencefalitida,
leukocytoza, tachykardie a tachypnoe (Cross et al. 1971; Seifi 1995; Braun et al. 2002).
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Nékteré studie zkousSely infekce laboratornich zvitat, ale infekéni pokusy nebyly
nikdy uspésné. Trypanosomy z kultur ¢i z vypitvaného hmyzu byly inokulovany do mysi,
potkanti ¢i morcat. Inokulace probihala peroralné, intraven6zné nebo intraperitonedlné,
ale parazitémie nebyla nikdy detekovana (Hoare 1972e; Dirie et al. 1990). Pii studiu
ovadu jako vektord byli Gspésné infikovani pozitivnimi stievy jak telata (Bos taurus), tak

jeden az dva roky stafi jedinci danka evropského (Bose et al. 1987).

2.5. Prehled znamych a potencionalnich vektori

Ptenos T. theileri probiha kontaminativné. K ndkaze dochézi pozienim infek¢niho
vektora pfi groomingu ¢i allogroomingu, kdy se zvifata zbavuji ektoparazitii sama ¢i
navzdjem, anebo miZze pienos probihat vetfenim trusu pfenasece obsahujicim
metacyklické trypanosomy do sliznic ¢i odérek (Hoare 1972¢; Hoare 1972¢; Bose et al.
1987; Bohm et al. 2007). Krom ndkazy skrze vektory byl popsan transplacentalni ptenos
na mlad’ata u dobytka a jelenovité zvéte (Kingston et al. 1981; Lanevschi-Pietersma et al.
2004).

V nasledujicich podkapitolach budou piedstaveni prokdzani i potencionalni
pienaleci trypanosom skupiny 7. theileri. JelikoZ jsou pii popisu probihajici infekce

specifikovany casti stieva, kde dochazi k vyvoji trypanosom, lze pro snadnéj$i orientaci

vyuzit obrazek 2.1.

proboscis, FA: farynx, SV: stomodealni valva, KA: kardie, ED: esofaryngealni divertikulum
(vole), TM: thorakalni mesenteron, AM: abdominalni mesenteron, MT: malpighické trubice,

PY: pylorus, RE: rektum, AN: analni otvor. Pfevzato a upraveno z Volf et al. (2007).



2.5.1. Ovadi (Tabanidae, Diptera)

Usp&sné infekéni pokusy s ovady jako vektory T. theileri byly provadény jiz na zadatku
20. stoleti (Hoare 1972f). Bose et al. (1987) popsali uspésnou infekci dobytka i danka
z pozitivnich stfev trypanosomami z podrodu Megatrypanum. Navic pomoci ovada
odchycenych z riznych lokalit bud’ s vyskytem dobytka nebo jelenovité zvéte dokazali,
pfitomnost riznych genotypt ve stejnych vektorech.

Bose a Heister (1993) popisuji vyvoj 7. theileri v ovadech po nasati na pozitivnim
zviteti (obrazek 2.2). Jiz po jednom dni od naséati se ve stfeveé nevyskytuji trypomastigoti,
krevni formy 7. theileri. V mesenteronu se 29 um velci epimastigoti déli na mensi buiiky
o velikosti 26 pm. Poté se trypanosomy postupné presouvaji do zadniho stieva, kde se
vyviji metacykli¢ti trypomastigoti o velikosti 5 pm, kteti se mohou dale d¢lit a jsou
infekéni pro hostitele. Recentni studie (Ganyukova et al. 2018) nachédzi podobné
morfologie a rozméry bi¢ikovcl. V pozitivnich stitevech ovadi nachdzi méné pohyblivé
amastigote-like bunky s riiznym postavenim kinetoplastu, kulatéjsi sféromastigoty a
epimastigoty s volnym bicikem, ale i1 spfeménénym hemidesmosomem uréenym
k uchyceni ke stfevu (obrdzek 2.3). Paraziti se béhem vyvoje vyskytuji v mesenteronu a
v proktodeu, zatimco ve stomodeu nebyly zaznamenany zadné T. theileri-like
trypanosomy (Krinsky a Pechuman 1975; Bose a Heister 1993). Podobny vyvoj
trypanosom byl popsan u T. melophagium ve stievé ovéich klosi (Hoare 1972e;

Molyneux 1975; Molyneux et al. 1978).
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Obrazek 2.2: Vyvoj Trypanosoma theileri ve sttevé ovada
1: Trypomastigoti, krevni formy v obratlovci, 2 — 11: vyvojova stadia ve stieveé vektora, 2 — 3
vyvoj epimastigotl prvni tii dny po infekci v mesenteronu, 5: epimastigoti ¢tvrty den po infekci

ve stiednim a zadnim stfevu, 6: epimastigoti v zadnim stfeve, 7 — 11: metacyklicti trypomastigoti

v zadnim stievé, 11: délici se stadia metacykll. Pievzato a upraveno z Bose a Heister (1993)
. .

Obrazek 2.3: Trypanosoma theileri-like ze stfeva pozitivnich ovadi

Barveno Geimsa-Romanowski. Meg¢fitko je Spum. D - F:

amastigote-like/metacyklicky
sféromastigot, H:

trypomastigoti, G: epimastigot s hemidesmosomem (oznafen *),
I: epimastigot, nu — nukleus, kp — kinetoplastu, fl — bicik. Pfevzato a upraveno z Ganyukova et
al. (2018)



Molekularni analyzy potvrzuji, Ze ovadi pfendseji rizné genotypy, a byly
zaznamenany i smiSené infekce (Ganyukova et al. 2018; Werszko et al. 2019). Presto
vsak v hostitelich nebyly smiSené infekce zaznamenany (Garcia et al. 2011b), coz muze
byt zptisobeno nizkou parazitémii 7. theileri v hostitelich a jejich obtiznou detekeci.

Vyskyt trypanosom 7. theileri byl potvrzen vrodech Ancala (A. fasciata),

Haematopota (Hae. albihirta, Hae. ciliatipes Hae. italica, Hae. pluvialis, Hae.
subcylindrica a dalsi), Hybomitra (Hy. arpadi, Hy. bimaculata, Hy. micans,
Hy. muehlfeldi, Hy. tarandina), Chrysops (C. divaricatus, C. longicornis, C. silaceus) a
Tabanus (T. bromius, T. distinguendus, T. fraternus, T. glaucopis, T. ianthinus a dal$i)
(Bose et al. 1987; Dirie et al. 1990; Bose et al. 1993; Votypka et al. 2015; Ganyukova et
al. 2018; Votypka et al. 2019; Werszko et al. 2019; Mulandane et al. 2020).

Prevalence T. theileri-like v ovadech byla celkové 12,9 % (12/70) v Anglii (Dirie

et al. 1990), v severozdpadnim Rusku byla prevalence T. theileri-like 31 % (9/29)
(Ganyukova et al. 2018) a podobna prevalence 33,7 % (32/95) byla detekovana u ovada
odchycenych v Polsku (Werszko et al. 2019).

2.5.2. Klosi (Hippoboscidae, Diptera)
Role klosi Melophagus ovinus jako pfenasecli ovc€ich trypanosom byla jasnd jiz na
zacatku 20. stoleti (Hoare 1972¢). Tito klosi ziji v srsti ovci, kde prodélavaji cely zivotni
cyklus. Jelikoz nemayji kiidla, jsou klosi mezi ovcemi prenaseni blizkym kontaktem zvitat
ve stadé (Small 2005). K nakaze klosi postacuje mala infekéni davka trypanosom z krve
hostitele (Hoare 1972¢). Vyvoj trypanosom probihd v mesenteronu a v zadni ¢asti stieva.
Po nasati se v klo$i trypomastigoti vyvijeji v epimastigoty, ktefi se pfichycuji ke sténé
stteva pomoci hemidesmosomu. V mesenteronu a v zadni Casti stfeva dochazi k mnozeni
epimastigoti hruskového tvaru. Nakonec se v zadnim stfevé tvofi metacykliCti
trypomastigoti velikosti 5 — 8 um. Metacyklicti trypomastigoti maji velky kinetoplast,
ktery je situovany na samém okraji buniky. Bi¢ik tvoii nendpadnou undulujici membranu
a nemusi koncit volnym bicikem. Kromé& epimastigott a metacyklickych trypomastigott,
byly v zadnim stfevu a v rektu pozorovany amastigotni formy (Hoare 1972¢; Molyneux
1975; Molyneux et al. 1978; Martinkovic¢ et al. 2012). Prevalence u vySetfovanych klost
byla 82,4 % ve Skotsku a 85,9 % v Chorvatsku (Gibson et al. 2010; Martinkovi¢ et al.
2012).

Lipoptena capreoli je vektorem trypanosom 7. theodori vyskytujici se u koz. Na

rozdil od ov¢ich klost ¢ast vyvoje kloSe probih4d mimo hostitele. Kukly spadavaji do pudy
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a po prodélani vyvoje se lihne okfidleny dospélec, ktery vyhledava hostitele. Po jeho
nalezeni kiidla odlamuje a jiz svého hostitele neméni. Vyvoj trypanosom ve stieve je
obdobny jako u klost ov¢ich (Hoare 1972g).

Myslenka jelenich klosi jako potencionalnich vektort trypanosom u sparkaté
zvéte se zrodila jiz v roce 1991, kdy byly trypanosomy nalezeny u Lipoptena cervi, ale
od té doby nebyly provedeny zadné dalsi studie s timto druhem (Bdse a Petersen 1991).
Jeleni klosi maji podobny vyvojovy cyklus jako L. capreoli, kdy kukly spadéavaji do ptdy
a po nalezeni hostitele oktidlenymi dospélci dochazi k odlamovani kiidel (Chvéla et al.
1980a). Pti vySetfovani klosi L. cervi bylo devét pozitivnich néalezli z 37 vypitvanych
pochézejicich z 6 zvifat, tj. 24,3 %. Ve stievé byli pozorovani pouze podlouhli a
hruskoviti epimastigoti (Bose a Petersen 1991). Dals§i zminka o kloSich v souvislosti
s trypanosomami této skupiny pochédzi recentné zroku 2020, kdy byla detekovédna
pomoci PCR nové popsana T. trinaperronei. Klosi Lipoptena mazamae byli sesbirani

z 15 jelenct béloocasych a 38 % (11/29) klosa bylo pozitivnich (Garcia et al. 2020).

2.5.3. Komafri (Culicidae, Diptera)

V roce 2018 byl popsan vyskyt T. theileri-like u komarti ve vychodnim Rakousku. Ve
studii bylo celkem odchyceno 30 000 koméara 19 druhi. Trypanosomy byly detekovany
v poolech pomoci PCR a pozitivni vzorky byly nasledn€¢ sekvenovany. Zatimco
v ornithofilnich komarech rodu Culex byly nachdzeny pfedev§im ptaci trypanosomy
(T. culicavium, T avium), T. theileri byla detekovana v Aedes cinereus/geminus,
Ae. vexans, Ae. sticticus, Ae. geniculatus, Anopheles plumbeus, Mansonia richiardii,
Culex pipiens (Schoener et al. 2018). Hodnota MIR T. theileri v odchycenych koméarech
se pohybovala od 3,9 % (de. geniculatus) do 0,01 % (Cx. pipiens), celkové 0,4 %
(Schoener et al. 2018).

2.5.4. Flebotomové (Psychodidae, Diptera)

Trypanosoma theileri-like byla detekovana taktéZ ve Phlebotomus perfiliewi v Itélii.
Vyvojova stadia trypanosom byla detekovdna v zadnim stfevé bez ptitomnosti krve
v jednom flebotomovi z celkového poctu 2 646 vySetfovanych samic. Pti fylogenetické
analyze SSU rRNA a ITSI byla prokazéana ptibuznost s jelenimi izolaty z linie Tthll.
Ptestoze byla nalezena infekéni staddia ve stfeve, samotni autoti diskutuji, ze by se mohlo
jednat o nespecificky vyvoj parazita, a proto by bylo vhodné ulinit dalsi studie pro

objasnéni role flebotomil v prenosu téchto trypanosom (Calzolari et al. 2018).
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2.5.5. Klist’ata (Ixodidae, Ixodida)
Rozdilné nazory panuji na roli rozto¢t jako moznych vektord T. theileri. Tato
trypanosoma byla nalezena v hemolymf¢ u rtiznych druhi klistat Hyalomma anatolicum
anatolicum, Amblyomma americanum, Boophilus microplus a pii experimentech byla
pozorovana taktéz v jednom jedinci Ornithodoros moubata (Krinsky a Burgdorfer 1976;
Shastri a Deshpande 1981; Latif et al. 2004; Martins et al. 2008).

Hoare (1972a) zpochybnoval roli klistat jako vektorii trypanosom a zastaval
nazor, ze hemolymfa slouzi prvokiim jako médium a zdroj zivin pro jejich mnozeni
v klistatech. V nasledujicim desetileti byly publikovany studie, které popisuji pfenosy
trypanosom na klist’ata a taktéz ptenosy z roztoCl na telata (Shastri a Deshpande 1981;
Morzaria et al. 1986). Shastri a Deshpande (1981) popsali, jak pfenos trypanosom na
klistata H. a. anatolicum, tak experimentalni ndkazy telat, kdy byla zvifata infikovana
suspenzi trypanosom pochdazejicich z téchto pozitivnich rozto¢i. Ne zcela jasny vysledek
pfinasi Morzaria et al. (1986), ptfi vyuziti H. a. anatolicum. Zatimco ptedchozi studie
pocitaji s kontaminativnim pfenosem a telata byla infikovana inokulativné suspenzi
trypanosom, zde byli pozitivni rozto¢i ponechani se nasat na teleti. Pti vySetfovani zvitete
byly pouze v jednom ptipadé nalezeny trypanosomy v uzlin€ pobliz sajicich klist'at. Ale
sami autofi popisuji, Ze nemohou vyloucit infekei telete jiz pred pokusem.

Pfitomnost trypanosom v kli§tatech popsali taktéz Latif et al. (2004), kdy
ponechali H. a. anatolicum nasat na nakaZenych telatech s 7. theileri a T. vivax. Na
roztérech hemolymfy byly pozorovany epimastigotni, promastigotni, trypomastigotni a
amastigotni formy, pfi¢emz délici se stadia byla epimastigotni a amastigotni. Morzaria et
al. (1986) pozorovali na roztérech hemolymfy kromé epimastigotii a trypomastigotu i

sféromastigoty.

2.5.6. Mouchy tse-tse (Glossinidae, Diptera)
Neprobadanou skupinou v ramci ptenosu 7. theileri jsou mouchy tse-tse. Votypka et al.
(2015) detekovali pozitivni nalez v Glossina fuscipes fuscipes. V jiné studii vSak pfi
vySettovani glossin nebyla T. theileri detekovana, pouze byly nachazeny T. vivax,

T. congolense, T. brucei spp. a T. grayi (Ngomtcho et al. 2017).
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2.6. Detekce T. theileri v prenaSeci a v hostiteli

Detekce T. theileri-like v hostiteli je obtizna, jelikoz se v krvi vyskytuji ve velmi malém
mnozstvi a existuje riziko ziskdvani zavadéjicich negativnich vysledkti (Hoare 1972f;
Neumuller et al. 2012). Pro detekci jsou pouzivany razné techniky, které maji odliSnou
citlivost. Nejmén¢ ucinnou technikou je detekce pomoci krevnich roztérti nebo pouziti
kultivace krevnich vzorka (Stuht 1975; Kingston a Bobek 1985; Dirie et al. 1990; Greco
et al. 2000; Rodrigues et al. 2003; Nalbantoglu a Karaer 2008; Rodrigues et al. 2010b;
Garcia et al. 2011a; Garcia et al. 2020). Piestoze je kultivace velmi efektivni technikou
pfi detekci trypanosom, je tfeba pii odbérech dbat na sterilni odbér a ptedejit
kontaminacim (Hoffmann et al. 1984; Neumuller et al. 2012). Dal$i metodou ucinnéjsi
neZ krevni roztéry je pouZiti PCR detekce v krevnim vzorku (Rodrigues et al. 2010b;
Garcia et al. 2011a; Garcia et al. 2020).

Pti detekcei ovéich trypanosom lze vyuzit nepfimou detekei trypanosom v ov¢ich
klosich, ktetfi mohou naznaclit pozitivni vysledky, piestoze vySetfovani hostitele je
negativni (Martinkovi¢ et al. 2012). Dalsi nepiimou metodou miize byt detekce protilatek.
Neumuller et al. (2012) pti vySetfovani n€kolika druht zvitat (losa evropského, danka
evropského, jelena evropského a prasete divokého) zjistili, Zze 40 % (14/36) zvitat nese
protilatky proti trypanosomam, tedy se s nimi nékdy setkalo.

Pro detekci trypanosom v pfenaseci je ¢asto vyuZzivana pitva stieva a nasledna
mikroskopie, popfipad¢é kultivace. Recentni studie Casto vyuZivaji taktéZ molekularni
metody s pomoci specifickych primerd. Mikroskopie stfeva nese vyhody popisu infekce
ve stieve a detekci vyvojovych stadii, ale morfologické ur€eni je obtizné, a proto byva
pitva doprovazena nasledujici sekvenaci. Vyuzitim PCR a sekvenace se ulehcuje urceni
paraziti a odhaleni smiSenych infekci, ale nepotvrzuje vyskyt vyvojovych stadii a
neodhaluje schopnost vektora podilet se na ptenosu (Davies a Clark 1974; Krinsky a
Pechuman 1975; Calzolari et al. 2018; Schoener et al. 2018; Ganyukova et al. 2018;
Werszko et al. 2019).

2.7. Vliv teploty na vyvoj patogent v hostiteli

Po nasati trypanosom vektorem mé environmentalni teplota vliv na rychlost traveni krve
1 na vyvoj patogenil ve stievé. Rychlost traveni se zrychluje se stoupajici teplotou, a

naopak pfi nizsich teplotach je traveni pomalejsi a dochazi k pozd¢€jsi defekaci 1 kladeni
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vajec (Benkova a Volf 2007; Hlavacova et al. 2013; McCue et al. 2016). Teplota
ovliviiuje vyvoj patogentl ve stfeve, moznosti uchyceni ¢i invazi stény stfeva a pfenos na
nového hostitele (Githeko et al. 2000; Gage et al. 2008; Hlavacova et al. 2013; Reinhold
et al. 2018).

Vliv teploty na vyvoj ve vektorech byl prokdzan u riznych protozoi, naptiklad u
plasmodii, leishmanii ¢i trypanosom (Asin a Catald 1995; Paaijmans et al. 2012;
Hlavacova et al. 2013). Vliv teploty byl sledovan u komara Anopheles stephensi
nakazenymi Plasmodium yoelii. Vektorova kompetence komar klesala s narastajici
okolni teplotou, kdy se sice zvysila rychlost vyvoje plasmodii, ale vysledna prevalence u
komart byla niz$i nez v chladngj$ich teplotach (Paaijmans et al. 2012).

Hlavacova et al. (2013) studovali vliv teploty na vyvoj leishmanii u flebotomi
Phlebotomus perniciosus a Lutzomyia longipalpis. U flebotoml chovanych pfi nizsich
teplotach bylo zpomaleno traveni krve i vyvoj parazitii ve stievé. Diky pomalejSimu
traveni ziskavaji parazité vice Casu pro uchyceni ve stfevé a tim jsou chranéni pred
defekaci.

U sterkoralnich trypanosom Trypanosoma cruzi byl sledovan vliv okolni teploty
v Triatoma infestans. V nizSich teplotach dochazelo k pomalej§imu nartistu poctu
epimastigotll ve stfeve plostic nez ve vyssich teplotach, ve kterych byly plostice po sani
chovany. V niZSich teplotach byl taktéZ pozorovan pozd¢jsi vyskyt metacykla (Asin a
Catala 1995).

Teplota, ve které se nachazi prenaseC po sani na hostiteli ovliviiuje jak samotné
traveni krve, tak 1 vyvoj a mnozZeni patogena v prenaSeci. Environmentalni teplota ma
vliv na vektorovou kompetenci a plisobi i na dobu, kdy zac¢ne byt vektor infek¢ni pro

hostitele.

2.8. Diureze a prediureze u krevsajiciho hmyzu

Vylucovani vody u krevsajiciho hmyzu je déleno na prediurezi, ktera probih4 béhem sani
na hostiteli, a diurezi, jeZ zahrnuje vylu€¢ovani moci jiz po skonceni sani krve. Vylu€ovani
pomahd hmyzu zbavit se prebytecné vody, zahustuje potravu a pomaha tak ziskat vice
diilezitych Zivin (Nijhout a Grant 1978; Briegel a Rezzonico 1985). Diureze byla popsana
u rtiznych druhi krevsajiciho hmyzu. Je znama u plostic, glossin, flebotomt i komari
(Maddrell 1964; Gee 1975; Nijhout a Grant 1978; Jones a Brandt 1981; Sadlova et al.
1998). U komart je vyluCovani kontrolovano diuretickym hormonem a mnoZzstvi

vylouc¢ené moci je zavislé na mnozstvi nasaté krve (Nijhout a Grant 1978).

14



Diureze probihd vylucovanim kapek moci, prvni kapka miize n€kdy obsahovat
krvinky, a proto je oznacovana jako rektalni tekutina (Briegel a Rezzonico 1985; Sadlova
1998). Role prediureze v kontaminativnim pienosu parazitii je dobfe zndma u 7. cruzi,
ale byla zkoumana také u Leishmania major, kdy byly metacykly pozorovany ve
vylu¢ované tekutiné a pomoci kultivace byla prokézana i jejich zivotaschopnost a

infek¢ni potencial (Sadlova a Volf 1999).
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3. METODIKA

3.1. Ziskavani hmyzu a jeho determinace

3.1.1. Odchyt a determinace komart

Odchyty krevsajiciho hmyzu byly provadény pravidelné na tiech lokalitach (obrazek 3.1),
jednou za mésic od kvétna do srpna v letech 2017-2019 v Milovickém lese (Jihomoravsky
kraj), v Zeméchach a Chotci (Stiedocesky kraj). Tyto tii lokality se 1i§i svym biotopem.
V Milovickém lese je pomérné sucho, ale nachazeji se zde ume¢la vodni napajedla a je zde
chovana jelenovita zvét. Zeméchy jsou lokalita s potickem, ktery je za letnich mésict
spiSe bahnity. Chote¢ je ztéchto lokalit nejsussi, nejbliz§i vodni zdroj je asi jeden

kilometr vzdaleny Radotinsky potok (obrazek 3.2).

Obrazek 3.1: Mapa s vyznacenymi lokalitami odchytl komart. Pfevzato a upraveno z (Slepa

mapa krajii, Mapa Ceské republiky [online]).

Obrazek 3.2: Fotografie lokalit odchytu komart (Foto AB). A — Chote¢, B — Zeméchy,
C — Mikulov
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Pti pravidelnych odchytech byly pasti ddvany na stejna mista po vSechny sezony.
Pokladany byly odpoledne mezi 16. a 18. hodinou a sbirany byly nasledujici den mezi 8.
a 10. hodinou. Dale probihaly mimotadné odchyty v ¢ervenci roku 2018 a 2019 v okoli
Mikulova v¢etné Milovického lesa, kdy ¢ast komart byla pitvana a ¢ast byla zpracovana
jako komafi z pravidelnych odchytt (viz dale).

Hmyz byl chytan Sesti CDC pastmi s CO: jako atraktantem ve formé¢ suchého
ledu, ktery byl davan do 1,4 1 termosek. Oxid uhlicity se z termosek uvolnoval pies hadice
s vnitfnim primérem 1,2 cm k vétracktim, na kterych byly upevnény kovové konstrukce
s navazanymi sitémi. Ptilakany hmyz byl diky vétracktim proudem vzduchu nasat do siti

(obrazek 3.3).

Obrazek 3.3: Instalovana CDC past (Foto AB)

Odchyceni komafi z lokalit Zeméchy a Chote€ byly v sitich usmrceni v mrazédku
pii teploté¢ -80 °C a ptfed dalSim zpracovanim byli uchovavani v Petriho miskach
v mrazéku s teplotou -20 °C. Hmyz odchyceny v Milovickém lese byl usmrcovan pomoci
suchého ledu a do laboratofe byl pfevazen v Petriho miskéach pfechovavanych u suchého
ledu. Pted dal§im zpracovanim byli komafi pomoci binokularni lupy determinovani do
druhu pomoci kli¢e Fauna CSR (Kramai 1958).

Hmyz z roku 2017 mi byl poskytnut jiz odchyceny a G€astnila jsem se pouze jeho
determinace a dal§itho zpracovani. Aktivné jsem se ucastnila odchytli a zpracovani

komart v letech 2018 a 2019 spolecné s Mgr. Magdalénou Fialovou.
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3.1.2. Sbér a determinace kloSi
Po domluvé s majiteli ovci ¢i myslivei byli klosi ziskavani sbérem ze zvéfe na riaznych
lokalitach v Ceské republice. Lokality jednotlivych sbérii jsou uvedeny v nasledujicich

tabulkach 3.1 a 3.2. Ov¢i klosi byli sbirani v letech 2017 — 2018, jeleni klosi v letech

2018 —2019.

Tabulka 3.1: Seznam lokalit a hostitelé klost Lipoptena spp.

Kraj Obec Druhy zvirat
) Borsov nad Vltavou | dan¢k evropsky, srnec obecny
JihocCesky . —
Ceské Budg¢jovice neuvedeno
Jihomoravsky | Mikulov danék evropsky, jelen evropsky
Blizevedly
_ Hvézda, Blizevedly | srnec obecny
Liberecky
Skalka, Blizevedly
Litice, Blizevedly dan¢k evropsky
Plzensky Plana srnec obecny
Bystfice
srnec obecny
Neveklov
Stredocesky | Nové StraSeci jelen evropsky
Obecnice dan¢k evropsky
Vonoklasy srnec obecny

Tabulka 3.2: Seznam lokalit odchytu klose Melophagus ovinus.

Kraj Obec

Jihocesky Vikov
Jihomoravsky Ratiskovice
Kralovohradecky Hoftice
Stfedocesky Statenice
Zlinsky Vala$ska Senice

Zatimco na ovcich se vyskytuje pouze Melophagus ovinus, na jelenovité zvéefi se
v Ceské republice vyskytuji dva druhy, Lipoptena fortisetosa a L. cervi. Determinace
téchto klost probihala pomoci kli¢e (Chvala et al. 1980a). Po urceni do druhu byli Zivi
klosi vypitvani pod binokuldrni lupou (popis pitvy v nasledujici kapitole), z mrtvych
jedinct byla vyizolovana DNA a detekce trypanosom probihala pomoci PCR.
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3.1.3. Odchyt a determinace ovadi

Ovadi byli odchytavani v Milovickém lese a v okoli Mikulova v ¢ervenci 2019. Byli
ziskavani bud’ ze sit¢k pii odchytech komara nebo ze siti béhem odchytt ptaki. Tito ovadi
byli determinovani pomoci klice (Chvéla et al. 1980b) a nasledné¢ bylo vypitvano stievo

(popis pitvy v nasledujici kapitole)

3.2. Pitva Zivého hmyzu a zpracovani pozitivnich nalezi
Chemikalie:

e Fyziologicky roztok (Braun)
e Cisty 70% ethanol

Klosi byli usmrceni v ethanolu a dvakrat omyti ve fyziologickém roztoku, poté byli
determinovani do druhu. Ovadi byli nejdfive uréovani a poté usmrceni a omyti. Pred
pitvou komart z terénu se nejdiive ¢ast komari ze sit¢ vyfoukala pomoci exhaustoru do
misti¢ek na ledu. Diky nizké teploté byli komafi uspani a pomoci klice mohli byt
determinovani do druhu. Teprve poté byli komafi usmrceni v ethanolu a dvakrat omyti
ve fyziologickém roztoku. U pitvy komarii z membranového sani byli komati uspani
v mistickéach na ledu a byli rovnou pitvani.

Pitva probihala pod binokularni Iupou na podloznim sklicku v kapce
fyziologického roztoku pomoci Spicatych pinzet. Nejdiive byla odstranéna hlava a poté
bylo vytazeno stfevo s poslednim zadeCkovym ¢lankem. Sklicka s vypitvanym stievem
byla ptechovavana ve vlhké komurce, nez byla prohlizena v mikroskopu.

Pod mikroskopem byla sledovana ptitomnost bi¢ikovci ve stfevé. U pozitivnich
vzorkll bylo popséno, v které ¢asti stfeva se prvoci vyskytuji, v jakém mnoZstvi a zda se
jednalo o volné bicikovce €i rozetovité Utvary uchycené ke stén¢ stieva. Intenzita infekce

ve stfeve byla popisovana systémem kiizk1, ktery je definovany v nasledujici tabulce 3.3.

Tabulka 3.3: Popis intenzity infekce ve stfevé hmyzu.

Pocet krizka Pocet bi¢ikovci ve stirevé
X 0-100

XX 100 — 1000

XXX 1000 a vice
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U hmyzu ziskaného z terénu byla pfi pozitivnim nalezu €ést stfeva uchovana
v ethanolu na pozdéjsi detekci pomoci PCR. Dalsi ¢ast pozitivniho stfeva byla pomoci
inzulinové injek¢ni stiikacky roztrhnuta a okoli bylo nasato do stiikacky s izolacnim
médiem, které bylo nasledn¢ inokulovdno do PEN zkumavek s krevnim agarem
(podrobnéjsi informace o médiich v kapitole 3.3). Kultivaéni PEN zkumavky byly
uchovavany v pokojové teploté pii pitvach v terénu a po prevozu do laboratofe byly
v teploté 23 °C v inkubatoru. Podle potieby byly kultury kontrolovany, minimalné jednou
za tyden po dobu tii tydnii. Pfi kontrolach bylo malé mnozstvi média z PEN zkumavky
nasato do inzulinové stiikacky a bylo naneseno na podlozni sklo, které bylo kontrolovano
pod inverznim mikroskopem. Pokud nebyli zaznamenani bi¢ikovci ani po tfech tydnech,
byly vzorky prohlaSeny za negativni. U pozitivnich nalezii bez kontaminaci se sledoval
dostatec¢ny rist kultury az do pfeockovani do dvou kultivaénich zkumavek s krevnim
agarem a 1 ml izola¢niho média. Tyto kultury byly pfechovavany v inkubatoru se stejnou
teplotou a dochazelo ke kontrolam minimalné jednou za tfi dny, dokud dostate¢né
nenarostly. Jedna zkumavka byla urcena ke sklizeni bunck na izolaci DNA a
ocharakterizovani sekvenaci. Druhd slouzila pro zamrazeni kultury a uchovavéni
v kryobance.

Pozitivni sklicka z pitev se stfevy se ponechala vyschnout, byla nafixovana

methanolem a ulozena do krabicek pro pfipadné dalsi prozkoumani.

3.3. Krevni vzorky a jejich zpracovani

Krevni vzorky byly ziskdvany z rany odstfelené zvétre. Krev byla odebirana do 1,5 ml
zkumavek s ethanolem pro pozdé¢jsi PCR detekci nebo byla krev odebirana do stfikacek
s 1izolatnim médiem. Krevni vzorky byly vyuzity pro detekci pomoci kultivace i PCR.
V tabulce 3.4 jsou vypsané lokality a druhy zvifat, z kterych byly vzorky krve odebrany.
Tyto krevni vzorky byly ziskané v letech 2017 — 2019.
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Tabulka 3.4: Pavod krevnich vzorku.

Kraj Obec Druhy zvirat
Blizevedly
Liberecky Hvézda srnec obecny
Skalka
Karlovarsky Doupov jelen evropsky
Stredocesky Kublov jelen evropsky
Nizbor
Jihomoravsky Mikulov jelen evropsky, dané€k evropsky
Jihocesky Nové Hrady jelen evropsky

3.4. Kultivace

Trypanosomy byly v laboratofi kultivovany v kultivacnich zkumavkach s plochym dnem,
tzv. flat tubes. V terénu byli bic¢ikovci ze stfev o€kovani do PEN zkumavek, které byly
uchovavany taktéz nalezato.

Zkumavky obsahovaly tekutou slozku média a pevnou slozku v podob¢ krevniho
agaru. Byly vyuZivany dva typy tekutych médii, kultivacni a izolacni. Tato média byla
pfipravena piedem a uchovavédna v lednici. Krevni agar se pfipravoval pfedem do
kultiva¢nich nadob, které¢ byly ptfechovavany v chladu v lednici.

Do zkumavek s agarem se pfidalo médium, které se naockovalo izolatem.
Naockované zkumavky byly ponechdvany v inkubatoru pii teplot¢ 23 °C a byly
kontrolovany minimalné jednou za tfi dny ¢i jednou tydné u kontrol PEN zkumavek
z terénu. Kontroly probihaly pomoci inverzniho mikroskopu, kdy zkumavky s plochym
dnem byly prohlizeny skrze sténu. Kontroly PEN zkumavek jsou jiz popsany vyse

v kapitole 3.2.1.

3.4.1. Priprava pevné slozky

SloZeni a mnozstvi jednotlivych Casti krevniho agaru jsou rozepsany v tabulce 3.5. Pevné
slozky byly odvazeny na vahéach a smichany s vodou. Smés byla na 25 minut vloZena do
autokldvu na teplotu 120 °C a poté byla ponechana vychladnout pfiblizné na 40 °C.
V prostiedi flowboxu byla smés smichéna s defibrinovanou krvi a postupné byla
rozpipetovana po 0,5 — 0,7 ml do PEN zkumavek ¢i po 1 ml do kultiva¢nich zkumavek.

Naplnéné zkumavky s krevnim agarem se nechaly ztuhnout v §Sikmé poloze.
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Tabulka 3.5: SloZeni krevniho agaru.

Slozka MnoZstvi
Neopepton 2¢g
NaCl 0,6 g
Agar 2g
Destilovana voda 100 ml
Defibrinovana krev 25 ml

3.4.2. Priprava tekuté slozky

Kultiva¢ni R + S médium

Toto médium bylo vyuzivano na kultivaci cCistych kultur, které byly vymraZeny
z kryobanky. Slozeni kultiva¢niho média je podrobnéji rozepsané v nasledujici
tabulce 3.6. Podle potiebného mnozstvi byl v prostfedi flowboxu nejdiive namichan
roztok dvou médii RPMI-1640 Medium (Sigma) a Schneider’s Insect Medium (Sigma)
v poméru 1:1. Do inaktivovaného fetdlniho séra se ptidala ptrefiltrovand mo¢ (Millex-GP
Syringe Filter Unit, 0,22 um), amikin a tato smés byla do ur€ené¢ho objemu doplnéna

pfipravenym roztokem z médii.

Tabulka 3.6: SloZeni kultiva¢niho média.

Slozka Mnozstvi

RPMI-1640 Medium (Sigma):Schneider’s Insect Medium (Sigma) | v poméru 1:1

Inaktivované Phetal Bovine Serum (Gibco) 10 % objemu
Amikin 50 — 100 pg-ml!
Sterilni lidskd moc¢ 2 % objemu

Izola¢ni médium

Toto médium obsahuje vétsi mnozstvi bakteriocidnich a fungicidnich sloZek neZ
kultivatni médium R + S, a proto bylo pouzivano na kultivaci izolati z hmyzich
preparatt, krevnich vzorka €i pro pteockovani z PEN zkumavek z terénu. V tabulce 3.7
je podrobné rozepsané sloZzeni tohoto média. Pfi pfipravé byl nejdiive navazZen
5-fluorocytosin, ktery byl rozpusStén v ¢asti roztoku RPMI-1640 Medium a Grace's
Insects Medium, které bylo namichdno v poméru 1:1 podle potiebného mnoZstvi. Po
rozpusténi S-fluorocytosinu se smés piefiltrovala (Millex-GP Syringe Filter Unit,
0,22 pm) do inaktivovaného fetdlniho bovinniho séra, pfidal se amikin, penicilin,

prefiltrovand mo¢ a nakonec se do urc¢ené¢ho objemu dolil roztok RPMI:Grace’s Insects.
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Tabulka 3.7: SloZeni izola¢niho média.

Slozka MnoZstvi
RPMI-1640 Medium (Sigma):Grace's Insects Medium (Sigma) | pomer 1:1
Inaktivované Phetal Bovine Serum (Gibco) 20 % objemu
Amikin 100 pg-ml!
Penicilin 5000 U'ml!
5-flurocytosin 1,5 mgml!
Sterilni lidskd moc¢ 2 % objemu

3.5. Sklizeni, zamrazovani a vymrazovani kultur
Chemikalie:

e Fyziologicky roztok
e DMSO (dimethylsulfoxid)

Pro sklizeni kultury bylo médium s prvoky pieneseno Pasteurovou pipetou do
1,5 ml zkumavky. Kultura byla néasledné sto¢ena na 6000 rpm po dobu péti minut
v centrifuze. Supernatant byl odpipetovan a pro precisténi kultury od média byli usazeni
bicikovci promichéani na vortexu s 1 ml fyziologického roztoku. Tato suspenze byla opét
stoCena v centrifuze za stejnych podminek. Promyti izolatu probihalo celkem tfikrat.
Nakonec po poslednim stoceni se opét odpipetoval supernatant a usazena kultura byla do
doby izolace DNA ptechovéavana v mrazaku v teploté -20 °C.

Na ptipravu kultury k zamrazeni bylo nejdiive potfeba ve sterilnim prostredi
flowboxu slit kulturu do 15 ml centrifugac¢ni zkumavky, kam bylo nédsledné€ napipetovano
DMSO (dimethylsulfoxid) v mnozstvi 5 — 10 % objemu. Poté byla kultura Pasteurovou
pipetou promichana a rozpipetovana cca po 0,5 ml do Ctyt popsanych mikrozkumavek
uréenych pro zamrazovani do tekutého dusiku. Mikrozkumavky byly ulozeny do
specidlnich boxii (NUNC), aby dochézelo k postupnému a rovhomérnému zamrazovani
v —80°C mrazaku, kde byly kultury ponechany miniméalné 24 hodin. Poté byly
mikrozkumavky pfemistény do tekutého dusiku, kde jsou uchovéavéany. Pro kazdou
kulturu byl specidln€ vyplnén papir s popisem oznaceni, typem pasaze, datem a mistem
ulozeni, datem a mistem plivodu kultury a po¢tem mikrozkumavek v kryobance.

Pfi vymrazovani kultury byly ve flowboxu pfipraveny dvé kultivaéni zkumavky
s krevnim agarem a 1 ml kultivatniho média. Po vyndani kultury z dusiku, bylo u

zkumavky povoleno vicko a kultura byla odloZzena na stiil, aby zni mohl vyprchat
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prebytecny dusik ze zkumavky. Poté bylo vicko dotazeno a zkumavka s kulturou byla
vlozena do nadoby s vodou o teplot¢ cca 37 °C, aby doslo k rychlej§imu roztani.
Rozmrznuty izoldt ve zkumavce byl ve flowboxu naockovan do pfipravenych
kultivaénich zkumavek.

Do protokolu daného izolatu byl zapsan den vymrazeni a Gcel vyuziti kultury.

3.6. Precistovani kultur

Chemikalie
e Redici roztok (1% formaldehyd a 0,85% NaCl)

e Izola¢ni médium

V ptipadé, Ze byla kultura kontaminovana kvasinkami a zarovei byl cil dany izolat vyuzit
na experimentalni sani, byla snaha kulturu ptecistit. PfeciStovani probihalo pomoci
migra¢ni U-trubice nebo klonovanim na desti¢ce. Pii téchto pokusech bylo pouzivano
izola¢ni médium, které obsahuje fungicidni a baktericidni latky.

PteciStovani pomoci migracni trubice bylo pfipravovano ve flowboxu, kdy se do
sklenéné sterilizované trubice tvaru U napipetovalo izolacni médium do vySe asi 2 cm
nad ohyb trubice. Poté pomoci Pasteurovy pipety byla ptenesena kapka kontaminované
kultury do jednoho vyvodu trubice. Oba konce trubice byly zavickovany a trubice byla
pfes noc stabilné ulozena. Nésledujici den se ve flowboxu z druhého hrdla, nez byla
kultura nakapana, odebrala mald povrchovd c¢ast média a ta se naockovala do
pfipravenych kultiva¢nich zkumavek s izolacnim médiem. Tyto zkumavky byly
uchovavany v inkubatoru s teplotou 23 °C a byly kontrolovany na ptitomnost kvasinek.

V ptipadé€ klonovani byla vyuZivana desticka s jamkami, do kterych se nanaselo
100 pl natedéné kultury. Kontaminovana kultura se nejdfive spocitala v Biirkerové
komtrce. V 1,5 ml zkumavce se smichalo 10 ul kultury a 990 pl fediciho roztoku, po
promichéni bylo z kazdé strany napipetovano do komurky 10 pl tohoto roztoku. Buiiky
byly pocitany v péti polich na kazdé stran€, coz celkoveé odpovidalo po¢tu bunék v 1 pl.
Toto mnoZstvi bylo pfepocitano na celkovy objem narostlé kultury. Kultura byla poté
roziedéna izolaénim médiem a napipetovana do desticky. Desticka byla uchovavéana

v inkubatoru s teplotou 23 °C a kontrolovana byla na inverznim mikroskopu.
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3.7. 1zolace DNA
Chemikalie:

e ROCHE High Pure PCR Template Preparation Kit
e Ethanol 99,8% (Lach-Ner)

e 2-propanol (Sigma)

e PCR dH:O na rozfedéni proteinazy K (TopBio)

e Fyziologicky roztok

Izolace DNA probihala pomoci ROCHE High Pure PCR Template Preparation
Kit podle protokolu Isolation of Nucleic Acids from Mammalian Tissue. Takto
pfipravend DNA byla popsdna a uskladiiovdna pro dal$i pouziti v mrazéku pfii teploté
— 20 °C. Izolace byla provadéna ze ziskaného mrtvého hmyzu, z pozitivnich vypitvanych
stiev, krevnich vzorki a sklizenych kultur. U hmyzu dochéazelo ke zpracovani v poolech,
kdy maximalni pocet na jeden vzorek byl deset komarti nebo pét klosti daného druhu
sesbiraného z jednoho zvitete, popiipad¢ stdda u ovci. Vyjimku tvofil hmyz, ktery
z nedostatku urcovacich znakil byl zpracovavan spolecné v rdmci rodi. Pro vSechny
vzorky byl pouzity stejny postup, v pfipadé krevnich vzorkii nékdy dochézelo
ke $patnému priniku tekutiny ptes kolonku. V takovém ptipad¢ se nechaly kolonky stocit
na centrifuze opakované. U hmyzu dochazelo k naruseni jejich téla ve zkumavkéch pred
pfidanim proteindzy K pomoci sterilizovanych homogenizacnich ty€inek. U krevnich a
stitevnich vzorkli uchovavanych v ethanolu byl pied izolaci nejdiive odpaien alkohol na
termoblocku pii teploté 37 °C. Klosi uchovavani v alkoholu byli ponechéani k vyschnuti

na ubrousku a nasledné byli tfikrat promyti v 1 ml fyziologického roztoku.

3.8. Detekce trypanosomatid z izolované DNA
Chemikalie:

e Emerald AmpGT PCR Master Mix (TaKaRa)
e PPP Master Mix (Top-Bio)

e PCR dH;O (TaKaRa), dH>O (TopBio)

e Primer (Sigma)

e DNA
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Po vyizolovani DNA byla provadéna PCR detekce trypanosomatid, a to pomoci

klasické PCR u DNA ziskané z kultur nebo pomoci nested PCR u vzorkl ziskanych

z hmyzu, stiev ¢i krve. Nasledné probihala elektroforéza a u pozitivnich vzorki

dochazelo k precisténi PCR produktu pomoci ExoSAP. Poté byly vzorky pfipraveny

k sekvenaci malé ribosomalni podjednotky a samotnd sekvenace probihala v Laboratofi

sekvenace DNA. Sekvence byly zpracovavany pomoci programil v pocitaci ¢i na

internetovych strankach. V nasledujici tabulce 3.8 jsou uvedeny pouzité primery pro obé

PCR a v tabulce 3.9 primery pouzité¢ do reakce pro sekvenace. Pro PCR byly primery

fedény vodou v poméru 10 ul primer a 90 ul vody, do reakce na sekvenaci bylo

pouzivano fedéni 5 pl primer a 95 pl vody.

Tabulka 3.8: Pouzité primery pro detekci SSU rRNA trypanosomatid.

Typ PCR Nazev Sekvence Zdroj
MedA —F | CTGGTTGATCCTGCCAG Medlin et al.
Klasicka PCR
MedB —R | TGATCCTTCTGCAGGTCCACCTAC 1988
— S762 —F GACTTTTGCTTCCTCTAWTG Maslov et al.
.kro
Nested S763 —R | CATATGCTTGTTTCAAGGAC 1996
PCR > krok TRnF2 GARTCTGCGCATGGCTCATTACATCAGA | Votypka et al.
.kro
TRnR2 CRCAGTTTGATGAGCTGCGCCT 2015

Tabulka 3.9: Primery pouzivané k sekvenaci SSU.

Nazev Sekvence Zdroj
577F GCCAGCACCCGCGGT
Zidkova et al. 2012
577R ACCGCGGGTGCTGGC
1 000F | CGATCAGATACCGCCCTAGTTC | Votypka
1 000R | GAACTAGGGCGGTATCTGATCG | nepublikovano
1 510F | CAGGTCTGTGAYGCTG
Zidkova et al. 2012
1 510R | CAGCRTCACAGACCTG

3.8.1. Klasicka PCR

Tato PCR probihala v jednom kroku a byla provadéna u DNA ziskané z kultur, kdy ve

vzorku bylo velké mnoZzstvi DNA parazita a mohly se pouzit mén¢ specifické primery.

V tabulce 3.10 jsou vypsany jednotlivé slozky jdouci do reakce spolu s jejich mnoZstvim.

V tabulce 3.11 je vyobrazen cyklus PCR reakce. Pii kazdé reakci byla vyuzivana

pozitivni kontrola ve form¢ DNA z leishmanii, aby mohlo byt kontrolovéano, ze reakce

probihala spravné. Minimaln¢ kazdy jedenacty vzorek byla negativni kontrola.
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Tabulka 3.10: Slozeni reak¢éni smési pro klasickou PCR.

Slozka Objem
Emerald AmP 11,5 um
PCR voda 11,5 um
Primer mix — MedA/MedB | 1 um
DNA 1 pm

Tabulka 3.11: Cyklus reakce klasické PCR.

Poéet opakovani | Teplota | Cas
Ix 94 °C 5 min
94 °C 1 min
30x 55°C | 1,5min
72°C | 1,5 min
Ix 72 °C 5 min

3.8.2. Nested PCR
Nested PCR probihala ve dvou krocich. Byly pouzivany specifi¢téjsi primery, které byly
citlivéjsi pro detekci SSU rRNA trypanosomatid, kde se ve vzorku vyskytovala i DNA
hostitele. Ze zacatku bylo do reakce vyuzivano michdni Emerald AmP s vodou v poméru
1:1, pozdéji v ramci uspory byl pomér upraven s ohledem na zachovani funk¢nosti PCR
reakce na 2:3. Slozeni reak¢ni smési je znazornéno v tabulce 3.12 pro prvni krok a 3.13
pro druhy krok. Pribeh cyklu reakce prvniho kroku je vypséan v tabulce 3.11, ktery je
stejny jako cyklus klasické PCR s MedA/MedB primery. Pro druhy krok je cyklus vypsan
v tabulce 3.14. Kromé Emareld AmP byl nékdy vyuzivan v druhém kroku Master Mix,
ktery byl michén s vodou v poméru 1:1, ale jelikoZ s nim ne vzdy probéhla PCR reakce
spravng, byl nasledné pouze pouzivan Emerald AmP.

Pro kazdou reakci byla pouzivana pozitivni kontrola ve formé¢ DNA z leishmantii,
jako u klasické PCR a taktéZz byly pouZivany negativni kontroly minimalné kazdy

jedenacty vzorek.
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Tabulka 3.12: Slozeni reak¢éni smési pro nested PCR 1.kroku.

Slozka Objem (1:1) | Objem (2:3)
Emerald AmP 7 um 5 um
PCR voda 7 um 9 um
Primer mix S762/763 1 um 1 um
DNA 1 um 1 um

Tabulka 3.13: Slozeni reak¢éni smési pro nested PCR 2 .kroku.

Slozka Objem (1:1) | Objem (2:3)
EmeraldAmP 11 pm 9 um
PCR voda 11 um 13 um
Primer mix TRnF2/R2 1 pm 1 pm
DNA 1 pm 1 pm

Tabulka 3.14: Cyklus PCR reakce pro 2.krok nested PCR.

Pocet opakovani Teplota Cas
Ix 94 °C 5 min
94 °C 1 min
30x 64 °C 1,5 min
72 °C 1,5 min
Ix 72 °C 5 min

3.8.3. Elektroforéza PCR produktu

Chemikalie:

e Agardza (Sigma)

e 50X TAE Electrophoresis Buffer (Thermo Scientific)

e SYBR Safe DNA gel stain (Thermo Scientific)

GeneRuler Tv 100 bp DNA Ladder Plus (BioLabs, Fermentas)
e dH20

Diilezitou soucasti detekce trypanosomatid byla horizontéalni elektroforéza, diky
niz mohlo byt vizualizovéano, zda doslo ve vzorku pifi PCR k amplifikaci, a tudiz se

jednalo o pozitivni vzorek s DNA trypanosomatid.
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Pro elektroforézu byl pfipravovan 1% agarézovy gel, do kterého byl pfidavan
Syber Safe v mnozstvi 1 pl na 1 ml gelu. Syber Safe byl dilezity pro viditelnost DNA
pod UV a modrym svétlem pii detekci pozitivnich vzork.

Do prvni jamky byl jako marker pouzivan GeneRuler, ktery slouzil pro zjisténi
velikosti DNA. Do gelu bylo pipetovano 7 pul markeru. Nasledné byly napipetovany po
10 pul PCR produkty, negativni a pozitivni kontroly. Po elektroforéze byl gel prohlizen

v UV transiluminatoru.

3.8.4. Precisténi PCR produktu ExoSAP
Chemikalie:

e ExoSAP (Thermo Scientific)
e dH>O (TopBio)
e PCR produkt
Pozitivni vzorky na elektroforéze byly pied poslanim na sekvenaci pieciStovany
pomoci enzymu ExoSAP. Na ledu bylo smichano ve flowboxu 5 ul PCR produktu s 1 pl

enzymu. Nasledné byly vzorky vloZeny do termocycleru na cyklus, ktery je popsan

v nésledujici tabulce 3.15.

Tabulka 3.15: Cyklus pro piecisténi PCR produktu pomoci ExoSAP.

Teplota Cas
Inkubace 37°C 8 min
Denaturace 80 °C 2 min
Zchlazeni 4°C o0

3.8.5. Sekvenace a zpracovani sekvenci

Po precisténi byla DNA namichéna ve sterilnich 200 pul mikrozkumavkéch spolu s vodou
a primery urcenymi do reakce pro sekvenaci. Celkovy objem pro sekvenaci byl § pl,
objem jednotlivych slozek do reakce je vypsan v tabulce 3.16. V ptipadé, Ze na
elektroforéze byl vidét slaby prouzek, tj. menSi mnozstvi naamplifikované DNA, bylo
do reakce dano vice DNA a mén¢ vody. Na sekvenaci DNA trypanosomatid byl pouzivan
do reakce primer 1 000R, vysledna délka sekvence byla kolem 600 bp. V piipadé, Ze byly
potieba delsi sekvence daného vzorku, byly vyuzivany jesté primery 577F, 577R, 1 000F,
1 510F a1 510R.
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Tabulka 3.16: Slozeni vzorkt jdouci do reakce pro sekvenovany.

Slozka Objem
DNA 1-2pm
Voda 6—5pum
Primer 1 pm

Takto namichané vzorky byly posilany do Laboratofe sekvenace DNA sidlici
v BIOCEVu (Vestec), odkud ndm byly zasilany vysledky elektronicky. Sekvence byly
nasledné zpracovavany pomoci programu Geneious s licenci od UK (Kearse et al. 2012).
V programu byly sekvence upraveny a nasledné pomoci algoritmu BLAST byly nalezeny

ptibuzné sekvence z vetejné databaze GenBank.

3.9. Fylogenetické zpracovavani sekvenci

Ze ziskanych upravenych sekvenci 7. theileri byl piipraven dataset, ke kterému byly
vybrany a pfidany pribuzné sekvence zdatabaze GenBank. Jako outgroup
fylogenetického stromu byly zvoleny T. cyclops (AJ131958), T. avium (KT728402),
T. grayi (KF546526), T. microti (AJ009158), a T. conorhini (AJO12411). Ptipraveny
dataset byl zalignovan pomoci MAFFT (Katoh et al. 2002), s algoritmem G-INS-i a
parametry 200PAM/k =2, penaltou za prvni mezeru 1,53, offset value 0,0 a
s vyfazovanim neurcitych nukleotidii z alignmentu (nzero). Datasetovy alignment byl
ofezan a upraven v programu BioEdit (Hall 2011).

Fylogenetickd analyza a pfiprava fylogenetického stromu probihala pomoci
programu RAXML (Stamatakis 2014) a vysledny strom byl prohliZen v aplikaci FigTree
(Rambaut 2014). Pii analyze byl pouzit model GTRGAMMALI, kdy v zadéni bylo
nalezeni nejlepSiho stromu mezi 100 analyzovanymi. V dal$im kroku byly pomoci
programu RAXML vypocitany bootstrapy. Strom byl upravovan v TreeView (Page 1996)
a k pfislusSnym vétvim byly v CorelDrawX8 ptidany bootstrapy véEtsi nez 50 a byly

provedeny detailni upravy popiski a vzhledu stromu.

3.10. Vypocet prevalence

Jelikoz byl hmyz vétSinou zpracovavan v poolech, byla prevalence pocitana pomoci
koeficientu MIR. Pfi tomto vypoctu se pocita s tim, ze v pozitivnim poolu se vyskytuje

pouze jeden pozitivni jedinec.
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pocet pozitivnich pooll

MIR (%) = 100

celkovy pocet zpracovanych jedinct .
3.11. Membranové sani

K infekénimu sani byli vyuzivani komati druhu Culex pipiens quinquefasciatus, Culex
pipiens molestus a Aedes aegypti. Dale prob&hlo dvakrat sani s Phlebotomus perniciosus.
Pti experimentalnim sani bylo vyuzivano kolem 100 samic komari ¢i flebotom1.

V ramci pokust byli nejdiive vyuzivani komafi rodu Culex, jelikoz se nachéazeji
ve stalych chovech katedry Parazitologie. Ponévadz pti experimentech byly s Culex
vétSinou negativni vysledky, pfeslo se na pokusy s de. aegypti, kteti byli ziskani ze

Statniho zdravotniho ustavu a byl zaloZen docasny chov tohoto druhu na katedte.

3.11.1. Chovy komari

Komati byli chovani v sitich pfi teploté 26 °C a vlhkosti 60 %. Jako potravu dostavali
50% roztok sachardzy ve vatg tfikrat tydné v Petriho miskach. Pro rozmnozovani kolonie
byly samice ponechany se nasat na uspanych laboratornich mysich BALB/c, které byly
chovany pro kazdou kolonii zv1ast’. Na kladeni vaji¢ek u komart rodu Culex byla uréena
misti¢ka s vodou a nakladena vajicka byla poté pielita do misy s odstatou vodou pro
kazdou kolonii zvlast, kde se lihly a vyvijely larvy. Komaii Aedes méli na kladeni
k dispozici misku s vlhkym filtracnim papirem s trochou vody na dn¢€ misky. Vajicka byla
nasledné ponechdna tyden k vyschnuti a poté vloZzena do misy s odstatou vodou. Larvy
komari byly vyZivovany krmivem pro akvarijni ryby (Tetramin) minimalné tfikrat tydné.
Vyvinuté kukly z larev byly pfenaSeny do misticek pomoci Pasteurovych pipet. Misky s
kuklami byly ponechavany v sitich kazdé kolonie. U komart rodu Culex byly misky
zakryté pouze s menSim otvorem pro vyletovani dospé€lych jedinct, aby samice nekladly
do této misky vajicka. Pouzivané néstroje pro chovy byly oddélené pro kazdou kolonii,

aby nedochazelo k pfipadnym pienostim infekci ¢i nahodnému kiizeni kolonii.

3.11.2. Chovy flebotomu
V této diplomové praci byli vyuziti flebotomové druhu P. perniciosus, ze stalych chovii
na katedfe Parazitologie.

Larvy flebotoma jsou chovany ve vysadrovanych kelimcich, které udrzuji a
poskytuji vlhkost. Jako potrava pro larvy slouzi smés pelet a krali¢ich exkrementti. Larvy

se v kelimcich kukli a nasledné se z nich lihnou dospélci. Dospélci jsou chovani v sitich,
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jako zdroj potravy jim slouzi sachar6zovy roztok napustény ve vaté a pro mnozeni kolonie

jim je poskytnuty zdroj krve (Volf a Volfova 2011; Lawyer et al. 2017).

3.11.3. Prubéh sani

Pro membranové sani bylo potieba pfedem piipravit:
e Kufeci kiizicku
e Inaktivovat krev
e Pfipravit kulturu

e Den pfedem odebrat komartim/flebotomtm cukr

Chemikalie:
e Fyziologicky roztok
e 70% ethanol
e Redici roztok (1% formaldehyd a 0,85% NaCl)

Jako membréna pro infek¢ni sani byla pouzivana kiizicka z asi tii dny starych
kutat kura domdaciho (Gallus domesticus). Pti ptiprave byla nejdiive kufata zbavena pefi
na zadech. Poté ve flowboxu byla z kufat sterilnimi nastroji opatrn€ odstfihnuta a stazena
kazicka, ktera byla dvakrat promyta v 70% ethanolu a tfikrat ve fyziologickém roztoku.
Takto omyté klzicky byly rozprostteny do Petriho misek a uchovavany v mrazdku
s teplotou -20 °C.

Pro infek¢ni sani byla pouzivana defibrinovana krali¢i nebo berani krev, u které
bylo nutno pied pouZitim zinaktivovat komplement. Potfebné mnoZstvi krve bylo
Pasteurovou pipetou dano do 15 ml zkumavky. Tato krev byla deaktivovana ve vodni
lazni v 56 °C minimalné 35 minut.

Ptiblizné€ dva tydny pted sdnim byla vybrana kultura vymrazena a po dostatecném
narlstu byla jesté pfeockovana, aby v médiu nebyl prebytecny DMSO ze zamrazovani a
izolat se nechal narlst. Pfed samotnym sanim bylo nejdfive potieba spocitat mnoZzstvi
bun¢k v kultue, aby se mohla stanovit infekéni davka podavana v krvi komartim.
Infekéni ddvka se pohybovala kolem 107 bun&k/ml. Pogitani probihalo pomoci Biirkerovy
komirky, jak je popséano jiz v kapitole 3.4 (Pfecistovani kultur).

Nez byly trypanosomy smichény s krvi, byla kultura stoena v centrifuze na
10 minut, v 20 °C, pfi 4 100 rpm, aby mohlo byt slito médium. Usazené buiiky byly

nasledné smichény s 1 ml inaktivované krve.
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Na sterilni krmitko se pomoci opalenych pinzet nasadila kufeci kizicka vné&jsi
stranou smérem vn¢. Kizicka byla upevnéna a vypnuta na krmitku pomoci parafilmu. Po
upevnéni kiize byla do krmitka nanesena uzkou Pasteurovou pipetou piipravena krev
s trypanosomami. Takto pfipravené krmitko bylo upevnéno ke stojanu a propojeno
s hadi¢kami, jimiz proudila voda s teplotou 37 °C. Poté byla na krmitko pomoci gumicky
uchycena sit’ s komary/flebotomy. Podle potteby bylo béhem sani rozsviceno ¢i zhasnuto.
Samotné sani trvalo podle toho, jak komarim/flebotomim trvalo pIlné nasati, proto se
rozpéti ¢asu pohybovalo od 30 minut az do dvou hodin.

Po séni byla odebrana ¢ast zbylé krve z krmitka pomoci inzulinové stiikacky skrze
membranu a pod mikroskopem byla kapka krve prohlédnuta, zda trypanosomy byly zivé

a doslo ke spravnému odstranéni komplementu v krvi.

3.11.4. Uchovavani komari a flebotomii po sani
Komafti/flebotomové byli po sani uchovavani v sitich v inkubatoru ¢i v lednici
v zavislosti na urcené pokusné teploté a byl jim podavan cukerny roztok ve vaté. Na
udrzeni vlhkosti byly sité¢ zabaleny v igelitovych pytlich a vlhkost byla zajisténa
navlh¢enou vatou na Petriho misce. Po sani byli uchovavani s pfisluSnou teplotou
v inkubdatoru nebo v lednici.

V nésledujicich tabulkach 3.17, 3.18, 3.19 a 3.20 jsou pro jednotlivé druhy hmyzu
vypsény informace o provedenych sanich, pouzitém izolatu, zvolené teploté¢ a pocty
opakovani pokus.

Tabulka 3.17: Membranové sani s Culex pipiens quinquefasciatus.

Izolat Pivod izolatu Teplota Pocet pokust
8-11°C 2
15°C
8—11°C—15°C
21°C
21°C
15 °C

CUL46 (CUL/CZ/ 2014/CULA46) | Culiseta annulata

U VN R NG —

CUL59 (CUL/CZ/2015/CULS9) | Culiseta annulata

Tabulka 3.18: Membranové sani s Culex pipiens molestus.

Izolat | Puvod izolatu Teplota Pocet pokusi
8—-11°C 2
15°C 1
CULAG6 | Culiseta annulata
8-11°C—15°C 1
21 °C 1
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Tabulka 3.19: Membranové sani s Aedes aegypti.

Izolat Pivod izolatu | Teplota | Pocet pokusi
CUL46 Culiseta annulata 2
CUL107 (AED/CZ/2018/CUL107) | Aedes vexans 1
CELA1 (MCER/CZ/2017/CELA1)| Cervus elaphus | 21 °C 2
TAB1 (HYB/CZ/2019/TAB1) Hybomitra ciureai 2
MOVI1 (MEL/CZ/2017/MOVI1) Ovis aries 1

Tabulka 3.20: Membranové sani s Phlebotomus perniciosus.

Izolat | Puvod izolatu | Teplota (°C) | Pocet pokust
CULA46 | Culiseta annulata 21 2

3.11.5. Pitva hmyzu po sani

Flebotomové byli pitvani od sedmého dne po sani. Komafi, ktefi byli uchovavéni v 21 °C
a 15 °C, byli pitvani po desatém dnu. Komaéti z nizsich teplot byli ze zacatku pitvani
taktéz po desatém dnu, poptipadé pozdéji, kdy doslo u téchto komara k defekaci. Postup
pitvy a popis pozitivnich stfev komard/flebotomil byl stejny jako je popsano v kapitole
3.2.1. U nékterych vybranych pozitivnich vzorka bylo stfevo roztrhnuto, sklicko bylo
ponechédno vyschnout, fixovano methanolem a uchovéano pro ptipadné dalsi probadani.

Dalsi pozitivni vybrané vzorky byly zpracovany pro elektronovou mikroskopii.

3.12. Experimentalni infekce mysi

Na infekce mysi bylo pouzito 10 pozitivnich stiev se silnou infekci. MySim BALB/c byla
peroralné podana roztrhnutd stfeva ve fyziologickém roztoku pomoci pipety. Mysi byly
nasledujici tfi tydny kontrolovany odbérem a kultivaci krve, kterd byla odebirdna
z ocasku. Konec ocasku se nastfihnul a poté byly inzulinovou injekéni stfikackou
s médiem odebirany kapky krve. Krev s médiem byla vstiiknuta do PEN zkumavek
s krevnim agarem. Zkumavky byly uchovavany v inkubétoru s teplotou 23 °C a byly
kontrolovany jednou tydn€ po nasledujici tii tydny. Taktéz prob&hla u kazdé mysi

xenodiagnostika pomoci komara Ae. aegypti.

3.13. Xenodiagnostika

Ke xenodiagnostice byly pouzity samice komart Ae. aegypti. Do malé sitky bylo
vyfoukano asi 30 samic, a nékolik hodin pfed samotnym pokusem jim byl odebran cukr.

Infikovand mys byla uspana pomoci anestezie a byla polozena do sité¢ s komary. Po asi
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pul hoding, kdyZ se samice nasaly, byla my$ uloZena zpatky do klece a samice komara
byly ulozeny do inkubatoru s teplotou 21 °C.

Tento experiment prob&hl pro ob¢ experimentaln¢ infikované mysi. Kazda mys méla
svoji sit’ s komary. Po deseti dnech od sani byly zapocaty pitvy, jak je popsano v kapitole
3.2.1.

3.14. Prediureze u komaru

Pro zkoumani prediureze byli vyuzivani komaii Ae. aegypti, protoze méli pozitivni
vysledky z membranového sani. Do sitky s komary byla vloZzena uspana mys BALB/c a
ihned po nasati na mysi byli komati po jednom vyfoukavani do pfipravenych zkumavek,
které mély na dné¢ kryci sklicko. Komati zde byli ponechani, dokud nebyly zahlédnuty
kapky na sklickach. Neékolik sklicek bylo prohlédnuto jest€é pred zaschnutim pod
mikroskopem, zbytek sklicek byl zafixovan methanolem a obarven Giemsou. Tyto trvalé

preparaty byly prohlizeny na mikroskopu a dle potieby byly potizeny fotografie.

3.15. Giemsa-Romanowski barveni

Barveny byly preparaty z prediureze a pozitivni stteva ze sani. Nejdiive byly preparaty
ponechany zaschnout pii pokojové teploté a nasledné byly nafixovany pomoci methanolu
a opét se nechaly vyschnout. Barveni preparati probihalo po dobu 20 minut pomoci
barviva Giemsa-Romanowski, nafedénou s vodou 1:20. Po obarveni byly preparaty

omyty vodou a ponechany k vysuseni.

3.16. Foceni trypanosom ve svételném mikroskopu

Vybrané obarvené prepardty byly ve svételném mikroskopu Olympus BX51 TF
prohlizeny pod imerzi pii zvétSeni 1 000x. Zvolené buiikky byly pomoci programu
v pocitaci QuickPHOTO CAMERA 3.2 vyfotografovany a v aplikaci bylo pfidano

zkalibrované méritko.

3.17. Méreni délky trypanosom z porizenych fotografii

Me¢éieni bun€k probihalo pomoci programu ImagelJ (Rasband 1997), ve kterém bylo
nejdiive zkalibrovdno méfeni s méfitkem na fotografii. Poté byla pomoci funkce

Segmented Line métfena délka buiky. Vysledky méfeni byly zapisovany do Excelu.
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3.18. Skenovaci elektronovy mikroskop

U pozitivnich nalezl pfi pitvach po sani byla vybrana stfeva pripravena pro skenovaci
elektronovy mikroskop. Pozitivni stieva Ae. aegypti a P. perniciosus byla roztrzena
pomoci inzulinovych stfikacek a nasledné¢ pfenesena do fixa¢niho roztoku 2,5%
glutaraldehydu, kde byla ponechana minimaln¢ jeden den v chladu. U stiev z komara
byla stfeva fixovana v 1,5 ml zkumavkach. Z divoda malé velikosti a obtizné manipulace
byla stfeva flebotomt fixovana na krycim skle. Dalsi kroky zpracovani zajiStovala
Laboratot elektronové mikroskopie PiF UK. Vzorky byly vypirany v 0,1 M pufru a
nasledn¢ odvodnovany ethanolovou nebo acetonovou fadou po 15 min. V poslednim
kroku ptipravy byly vzorky pfeneseny do amylacetdtu a vysuSeny pomoci kritické¢ho
bodu CO». Vysusena stieva Ci sklicka se stfevy byla nanesena na terCiky, které byly se
vzorky pozlaceny. Takto pfipravené preparaty byly prohliZeny a foceny na elektronovém

mikroskopu (JEOL 6380 LV).
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4. VYSLEDKY

4.1. Detekce T. theileri u komaru

Celkem bylo v letech 2017 — 2019 odchyceno 4 027 komara 18 druhti. Pouze
PCR detekci bylo zpracovano 3 258 jedincii, ktefi byli rozdéleni a zpracovani v 560
poolech. Pii pitvach bylo vySetfeno celkem 769 komart. Pocty odchycenych a
testovanych komart jsou shrnuty v tabulce 4.1.

V roce 2017 nebyla T. theileri detekovana na zadné z lokalit. Na lokalit¢ Chotec
byla T. theileri detekovana pouze v roce 2019, a to jen v jednom testovaném vzorku. Ve
vzorcich ze Zeméch a Mikulova byly sav¢i trypanosomy nalezeny v letech 2018 a 2019.
Hodnota MIR T. theileri v komarech fluktuovala celkové od 0,7 % na lokalit¢ Zeméechy
az po 6,4 % v Mikulové (obrazek 4.1).

Trypanosoma theileri byla detekovana celkem u 14 druhl z péti roda. Nejvyssi
hodnota MIR byla zaznamenana u Ae. punctor 34,8 % v roce 2019 v Mikulové, nejnizsi
byla u Cx. pipiens 0,2 % taktéz v roce 2019 v Mikulové (MIR pocitané pro alespon
minimalni pocet 15 vysetfovanych komara). Negativni vysledek detekce byl zaznamenéan
celkem u 4 druhti (de. caspius, Ae. flavescens, Cx. molestus a Cul. morsitans). PoCty
pozitivnich vzorkl jsou shrnuty v tabulce 4.1, na obrazku 4.2 je graf s hodnotami MIR

pro jednotlivé pozitivni druhy za vSechny sezony.

7.00% 96/1463

6,00%

5,00%
4.00% 47/1322

3,00% 7/282

2,00%

1,00% 1/136 2/308

026 0/184[ | 087 B[] 0/189
Chotec Zeméchy Mikulov

0,00%

m2017 @m2018 O2019

Obrazek 4.1: Graf hodnot MIR T. theileri v komarech pro jednotlivé lokality a sezony.
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Tabulka 4.1: Pocty odchycenych druhti komart a poCty pozitivnich poold na danych lokalitach a letech. CH — Chotec¢, Z — Zeméchy, M — Mikulov,

a/b/c — pocet pozitivnich vzorkli daného druhu (pooly + pitvy) / celkovy pocet testovanych vzorkil (pooly + pitvy) / celkovy pocet testovanych komari

daného druhu. Pozitivni detekce T. theileri jsou tuéng. Ae. sp. a Cx. sp. jsou blize neurceni komati z divodu nedostatku determinacnich znak.

Rok 2017 2018 2019

Druh/lokalita CH Z M CH Z M CH Z M
Aedes annulipes 1/1/3 0/1/2 2/717
Ae. cantans 0/2/2 0/1/3 4/14/14
Ae. cantans/annulipes 0/3/15 2/6/44
Ae. caspius 0/4/18 0/6/22
Ae. cataphylla 1/2/2
Ae. cinereus 0/4/15 1/7/52 0/2/10 0/1/1
Ae. excrucians 0/1/1 1/2/12 1/1/3 3/717
Ae. flavescens 0/1/4
Ae. punctor 0/1/1 0/4/4 0/1/1 0/1/1 0/3/3 0/1/2 0/1/3 8/20/23
Ae. sticticus 0/1/1 1/1/1
Ae. vexans 0/2/3 0/2/5 0/8/27 1/4/6 29/72/238 1/4/26 0/9/76 68/314/698
Ae. sp. 0/3/12 0/2/4 2/9/10 0/3/4 2/7/36 9/28/58 0/3/4 1/3/15 9/21/81
Anopheles claviger 0/1/1 0/2/3 1/1/2
An. maculipennis 0/1/1 1/7/12 0/2/3
An. plumbeus 0/1/1 2/8/9 0/3/3
Culex modestus 0/1/1 0/1/1 0/2/4 0/1/1 0/1/1
Cx. pipiens 0/1/10 0/4/31 0/11/39 0/20/177 0/13/108 | 0/280/871 | 0/12/103 0/22/191 1/231/598
Cx. sp. 0/1/1 0/1/1 0/2/2
Culiseta annulata 0/10/32 0/1/1 1/16/22 0/20/23
Cul. morsitans 0/1/2
Mansonia richiardii 0/3/13 0/12/74 0/3/18 2/18/79 0/6/30
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Obrazek 4.2: Graf hodnot MIR T. theileri v komarech u jednotlivych druhi celkové za vSechny

sezony. Pocitano pro komdary s minimalnim poétem 15 vySetfovanych jedinct.

4.2. Detekce T. theileri u ovadu

V Milovickém lese bylo celkem odchyceno 25 ovada ctyt druhti. Podle cetnosti
zastoupeni se jednalo o tyto druhy: Hybomitra ciureai, Tabanus bromius, Haematopota
pluvialis a Atylotus leowianus. Celkem bylo pfi pitvach a PCR detekci kinetoplastid
pozitivnich 15 ovadi druhlt Hy. ciureai a T. bromius. Pomoci sekvenace byla potvrzena
pritomnost 7. theileri u obou téchto druhi, celkové u jedenacti jedincti. Ostatni vzorky
pozitivni na pfitomnost kinetoplastid se nepodatilo dobfe osekvenovat. V tabulce 4.2 jsou

shrnuty vysledky u jednotlivych druht ovadl a vypocitana prevalence T. theileri.

Tabulka 4.2: Pocty odchycenych druhti ovadii a vysledky detekce T. theileri.
Kinetoplastida +: pocet pozitivnich pro kinetoplastida pti pitvé a PCR, Tth +: pocet T. theileri

potvrzenych sekvenaci, prevalence Tth: vypocitand prevalence pro T. theileri.

Druh Poclet | Kinetoplastida + Tth + Prevalence Tth
Hybomitra ciureai 16 11 8 50,0 %
Tabanus bromius 6 4 3 -
Haematopota pluvialis 2 0 0 -
Atylotus leowianus 1 0 0 -
celkem 25 15 11 44,0 %
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4.3. Detekce T. theileri u klo$t rodu Lipoptena

Klosi byli ziskani ze 13 lokalit a tfi druhti zvifat: danka evropského, srnce obecného a
jelena evropského. Z jelenovité zvéte bylo ziskano celkem 22 jedinct Lipoptena cervi,
225 jedinctu L. fortisetosa a dva blize neurCeni jedinci Lipoptena sp. Pocty klosu
ziskanych z jednotlivych lokalit a zvifat jsou shrnuty v tabulce 4.3. Je zde vynechana
lokalita Ceské Budgjovice, ze kterych byl ziskan pouze jeden negativni klo§ a nebyl
uveden hostitel, ze kterého byl ziskan.

Zivi klogi byli vypitvani, u mrtvych jedinct byly trypanosomy detekovany pomoci
PCR. Negativni vysledky na ptitomnost 7. theileri piinesly pitvy (n=11) i PCR detekce
(n=11) u L. cervi. Taktéz vysledky pitev u L. fortisetosa (n = 18) byly negativni. Jedna
Lipoptena sp. byla pitvana a u druhé byla provedena detekce pomoci PCR, oba tito klosi
byli negativni. Pozitivni nélezy T. theileri byly zaznamenany pomoci PCR
u L. fortisetosa. Hodnota MIR T. theileri (pitvy + PCR) v L. fortisetosa je 4,0 % (3/76),
kdy néktefi jedinci byli zpracovavani v poolech. Pozitivni klosi pochazeli ze tii zvifat,

dvou lani z Milovického lesa u Mikulova a jednoho srnce z Bystfice.

Tabulka 4.3: Pocty ziskanych klosu z jednotlivych lokalit a hostitelt.
Tuéné jsou pozitivni ndlezy. Lc — Lipoptena cervi, Lf — Lipoptena fortisetosa, L. sp. — Lipoptena
sp., a/b/c — pocet pozitivnich vzorkd dané¢ho druhu (pitva + pooly) / pocet zpracovanych vzorki

(pitvy + pooly) / celkovy pocet v testovanych klosti daného druhu.

Obec/druh Danék evropsky Srnec obecny Jelen evropsky
Lc Lf | L. sp. Lc Lf Lc Lf L. sp.
Borsov nad Vltavou | 0/2/2 | 0/1/5 0/5/25
Mikulov 0/1/1 2/12/12 | 0/1/1
Blizevedly 0/4/4 0/4/5
Hvézda 0/3/3
Skalka 0/1/1 0/3/7
Litice 0/2/2 | 0/4/4
Plana 0/6/27
Bystrice 0/4/4 | 1/24/110
Neveklov 0/1/3 0/7/23
Nové StraSect 1/1/2
Obecnice 0/3/3 | 0/2/2 | 0/1/1
Vonoklasy 0/1/1
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4.4. Detekce T. melophagium u klost Melophagus ovinus

Pomoci PCR bylo vySetieno 82 a pitvou 99 klost, celkem 181 jedincti. Pozitivni vysledky
byly zaznamenény pouze pii PCR detekci u vzorki z jedné lokality, kde bylo testovano
celkem 79 jedincu. Klosi z této lokality byli zpracovavani po jednotlivcich i v poolech.
Celkem 53 vzorka ze 79 bylo pozitivnich, 68,1 %. Vysledna prevalence 16,7 % byla
pocitana na lokality, aby se piedeslo replikaci, pokud klosi pochazeli ze stejné ovce ¢i

stada. V tabulce 4.4 jsou vypsany pocty odchycenych klost na jednotlivych lokalitach.

Tabulka 4.4: Pocty klost ov¢ich ziskanych z jednotlivych lokalit. Tuén¢ zvyraznéna je pozitivni

lokalita.
Obec Pocet +/ pocet ziskanych
Vikov 0/1
Ratiskovice 0/2
Hofice 53/79
Statenice 0/85
Prerov Predmosti 0/13
Valasska Senice 0/1
Prevalence na lokality |1/6 (16,7 %)

4.5. Infekéni sani
4.5.1. Vysledky sani s Culex pipiens quinquefasciatus a Cx. p. molestus

s uchovavanim v riznych teplotach

Vysledky experimentalniho sani s naslednym uchovavanim komart v riznych teplotach
jsou rozepsany v tabulce 4.5. U obou izolati pochazejicich z Cul. annulata CULS59 a
CUL46 skomary uchovavanymi pii teplotach 21 °C byli vSichni pitvani komaéii
negativni. U jedinct z 15 °C se vyskytly slabé az stfedné silné infekce jen u né€kolika
jedinct. U Cx. p. quinquefasciatus (dale jen CQ) byly ve dvou stfevech ptitomny zbytky
krve, v jednom ptipad¢ se stfedné silnou infekei a v druhém se slabou infekei obsahujici
pouze 3 bunky parazitl. U Cx. p. molestus (dale jen CM) byly detekovany tii stfedné silné
infekce s rozetami v zadni ¢asti stfeva u rektalnich ampuli.

Pii zméné teplot, kdy byli koméafi uchovavéani nejdiive v teplot¢ 8§ — 11 °C a
pozdéji v 15 °C, byl detekovan pouze jeden pozitivni komar CQ se slabou infekci ve
sttedni Casti stieva.

U komarta ptechovéavanych v lednici bylo traveni natolik zpomaleno, Ze po 20. dni

od sani byla ve stfeve stale u ne¢kterych ptitomna krev. Tito komafi nejsou zahrnuti mezi
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pozitivni (tabulka 4.5). U komart CQ byly detekovany dvé stiedné silné infekce a Ctyti
slab¢ infekce. U CM nebyla taktéz zaznamenana silné infekce a celkem bylo pozitivnich
pet komard, jeden se stfedni infekci a ostatni se slabou infekei. V nékterych piipadech se
jednalo o velmi slabé infekce s poCtem parazitii do deseti bunék. Nékteré infekce nesly
pouze volné bicikovce ve stievé, ale u nékterych byli pozorovani paraziti uchyceni ke
stén¢ stfeva. Lokalizace slabych infekci byla vzdy v mesenteronu, zatimco u stfedné
silnych infekci se trypanosomy vyskytovaly v riznych ¢astech zadniho stieva a v jednom

piipadé byli bi¢ikovci ve stfednim stieveé (obrazek 4.3).

Tabulka 4.5: Pocty pozitivnich komart u Cx. p. quinquefasciatus (CQ) a Cx. p. molestus (CM)

s ohledem na pouzivané teploty pfi uchovavani komari po sani.

Izolaty | Teplota (°C) | Druh | Pocet +/ celkem pitvanych
1 2/1
CUL59 > o 115
21 CcQ 0/33
211 cQo 8/29
CM 5/18
8—-11—-15 g]\% 1(;/164
CULA46
15 cQo 0/54
CM 3/18
CM 0/32
21
CQ 0/30
29 18
100%
90%
80%
70%
60% 21 13 Onegativni
50% Oslaba
40% B stiedni
30% Wsilna
20% 6 4
10%
0% s
cQ 97

CQ - Cx. p. quinquefasciatus, CM - Cx. p. molestus

Obrazek 4.3: Graf shrnujici vysledky sani s obéma druhy komart a izolatem CUL46

s uchovavanim pfi teploté 8 — 11°C.
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4.5.2. Vysledky sani s Aedes aegypti s uchovavanim pri teploté 21 °C

Izolat z Aedes vexans, CUL107

U tohoto experimentu byly detekovany pozitivni infekce. Celkem bylo vypitvano 52
komart, z nichz 42 neslo silnou infekci. Silné infekce byly detekovany po celou dobu
pitev od 12. az do 26. dne po sani (obrdzek 4.4). Prevalence pfi tomto experimentu
dosahovala 80,8 %. Ve stfevé nepohyblivé trypanosomy tvotily rozetovité ttvary, které
byly uchycené ke stén¢ stieva, a to v oblasti rektalnich ampuli. V nékterych ptipadech

byla infekce rozsifena i mimo tuto €ast a vyplilovala i zadni stievo.

L0 14 13 10 15
0
90% 3 4
80%
70%
60%
50%
40% 12 12 1
30% 7
20%
10%
12 16 19 26

0%

Den pitvy po séni

BMsilnd @stfedni Oslaba Onegativni

Obrazek 4.4: Vysledky experimentalniho sani s izolatem z Aedes vexans, CUL107.

I1zolat z Culiseta annulata, CUL46

Sani s timto izolatem pfineslo pozitivni vysledky. Zatimco v prvnim experimentu pocet
infikovanych komart klesal v ¢ase a obsahoval i stiedné silné a slabé infekce, tak druhy
experiment piinesl pouze silné infekce s velkym poctem pozitivnich komart po celou
dobu pitev (obrazek 4.5).

V prvnim sani bylo pozitivnich celkem 66 ze 140 vypitvanych komara
s prevalenci 47,1 %. U druhého experimentu z vySetfenych 87 komara bylo pozitivnich
79 jedinct. Prevalence u tohoto séani dosahla 90,8 %.

Infekce byly lokalizované v zadnim stfevé v misté rektalnich ampuli. V nékterych
komarech byla infekce rozSitena i1 v jiné ¢asti zadniho stfeva. Trypanosomy tvofily
uchycené rozetové utvary ke sténé stieva. U uvolnénych bicikovcli nebyl ve svételném
mikroskopu pozorovén bicik, trypanosomy byly drobné s kulatym ¢i vejcitym tvarem a
malo pohyblivé. Vybrana pozitivni stfeva komart byla pozorovdna ve skenovacim
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elektronovém mikroskopu, na kterém bylo mozné pozorovat silné infekce trypanosom

uchycené ke stén¢ stieva pomoci hemidesmosomu (obrazek 4.6).

100% 40 49 53 48 19 20
0
90% 7 2 3
80%
70%
60% 33 35
50%
40% » 17
0 30 1
30% =
20%
10% 15 15
0%
do 20. do 35. nad 35. do 20. do 35. nad 35
1.sani Den pitvy 2.sani

Bsilnd Bstiedni Oslaba Onegativni

Obrazek 4.5: Graf s pocty vypitvanych komari, znazorfujici miry infekce v ¢ase pitev.

Obrazek 4.6: Fotografie ze skenovaciho -elektronového mikroskopu (autor AB).

T — trypanosomy v roztrzeném streve, S — sttevo, H — hemidesmosom.
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1zolat z Hybomitra ciureai, TAB1
V prvnim pokusu se nasdlo pouze 14 komar. VSichni tito komati byli pfi pitvach
negativni na pfitomnost trypanosom.

U druhého pokusu byli pozitivni ¢tyfi komafi z 51 vypitvanych, tj. prevalence
7,8 %. Jednalo se o dvé slabé a dvé stfedné silné infekce. Ve tfech ptipadech byly
buniky volné ve stfevé, ale u jedné stfedné silné infekce byly pozorovany malé rozety
s pohyblivymi buiikkami. Trypanosomy se vyskytovaly pfedevsim v zadni ¢asti stfeva u

rektalnich ampuli.

1zolat z Melophagus ovinus, MOVI1
Toto sani probéhlo pouze jednou, celkem bylo vypitvano 36 komart, z nichz ani jeden

nebyl infikovany.

Izolat z Cervus elaphus, CELA1
Membranové sani s izolatem zjelena probéhlo dvakrat a vzdy pfineslo negativni

vysledky. Pii prvnich pitvach bylo vySetfeno 50 komari, u druhého pokusu 38.

4.5.3. Vysledky sani s Phlebotomus perniciosus
Sani probihalo s izolatem CUL46 z Culiseta annulata. Zatimco pii prvnim experimentu
bylo v pritb¢hu pitev piiblizné stejné zastoupeni silnych, sttednich a slabych infekei, tak
pfi druhém sani ptevazovaly silné infekce (obrazek 4.7). U prvniho sani s flebotomy byla
prevalence 60,0 % a u druhého 67,9 %.

U slabych infekei byly pozorovany volné buiiky v riznych c&éastech stieva.
U silnych a stfednich infekci tvofily trypanosomy rozety uchycené ke sténé stieva
v zadnim stfevé. V nékterych piipadech byla infekce lokalizovana pouze na oblast rekta.
Bé&hem pitev pfi roztrZeni stfeva byly u nékterych jedincii pozorovany dva typy bunek,
pohyblivéjsi epimastigoti nebo mensi kulatéjsi buiiky, které byly méné pohyblivé az
nepohyblivé. Cast pozitivnich stiev byla vyuzita k elektronové mikroskopii, kde bylo
mozné sledovat epimastigoty uchycené ke sténé stfeva pomoci hemidesmosomu

(obréazek 4.8).
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Obrazek 4.7: Graf ukazujici vysledky sani s Phlebotomus perniciosus a izolatem Cul46.

Obrazek 4.8: 1 —2: epimastigoti ve stieveé, E — epimastigot, H — hemidesmosom, fotografie ze

skenovaciho elektronového mikroskopu (autor AB), 3 —4: trypanosomy ve stfevé oznaené

Sipkami, fotografie ze svételného mikroskopu, méfitko 10 um (autor MS).
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4.6. Infekce laboratornich mysi

Na infekci mysi bylo pouzito vzdy 10 pozitivnich stiev z Ae. aegypti a P. perniciosus
nakazenymi izoldtem CUL46 pochdazejici z Culiseta annulata. Ob€ mysi mély vSechny
kontroly pomoci kultivace negativni. Stejné vysledky pfinesla i xenodiagnostika, kdy

bylo vypitvéano pies 30 komart nasatych na kazdé mysi.
4.7. Morfologie trypanosom u komara a ovada

Pti mikroskopii stieva ovadi byli nalezeni podlouhli a kapkoviti epimastigoti s délkami
od 10,06 um do 25,39 um, ne vzdy byl zfetelny bic¢ik. Krom¢ epimastigotii byli
pozorovani i metacykliCti trypomastigoti/amastigot-like trypanosomy, kteii dosahovali
délek od 3,40 um do 7,79 um, primérna hodnota byla 4,66 um. U téchto bunék byl
kinetoplast lokalizovan bud’ uprostfed bunky vedle jadra, nebo terminalné na konci
buniky. U tohoto typu bun¢k nebyl pozorovan volny bic¢ik (tabulka 4.6).

Pro analyzu bunék trypanosom u komaru byla vyuzita stieva ze sani Aedes aegypti
a s izolatem CULA46. Identifikovani byli epimastigoti s délkami od 10,20 um do 23,48 um
sne vzdy zfetelnym bicikem. Déle byly pozorovany trypomastigot/amastigot-like
trypanosomy s kinetoplastem lokalizovanym u jadra uprostied buiiky nebo terminéln¢ na
samém konci buiiky (obrazek 4.9). Bicik u téchto bunck nebyl pozorovan. Neékteré
trypomastigot/amastigot-like buiikky byly pozorovany v rozetach, vSichni tito bi¢ikovci
méli kinetoplast umistény uprostted buniky v blizkosti jadra. Délka trypanosom
s kinetoplastem uprostfed buniky byla od 3,29 pm do 9,63 um s primérnou hodnotou
5,10 um. Bunky s kinetoplastem terminalné méfily od 3,30 um do 6,80 s primérem
4,96 um. Dal§im pozorovanym typem bun¢k byli dva sféromastigoti s délkami 6,91 pum

a 9,92 um (tabulka 4.6 a obrazek 4.9).
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Tabulka 4.6.: Shrnujici tabulka zjisténych morfologickych parametru.

kDNA terminalné

Druh | Forma Délka (um) Volny bi¢ik | Pozorovana rozeta
epimastigot 10,20 — 23,48 ano/ne ne
sféromastigot 6,91 -9,92 ano ne
metacyklicky omastigot

Komar Y Yy £ 3,29-9,63 ne ano

kDNA uprostied
metacyklicky omastigot

Y yuyp g 3,30-6,80 ne ne
kDNA terminalné
epimastigot 10,06 — 25,39 ano/ne ne
metacyklicky trypomastigot

Y v iyP g 499 - 8,15 ne ne

Ovad | kDNA uprostied
metacyklicky omastigot

Y ¥ P g 3,40-7,79 ne ne

0 ur E'H"“ .

Obrazek 4.9: Mctitko 10 um. 1 — epimastigoti, 2 —rozeta, 3 — trypomastigot/amastigot-like

s kinetoplastem vedle jadra, 4 — sféromastigot, 5 — trypomastigot/amastigot-like s kinetoplastem

terminalné (autor AB).

4.8. Prediureze u infikovanych komaru

Na sklickach obarvenych Giemsou byla pozorovdna vyvojova staddia trypanosom

T. theileri. Z 18 vysetfovanych byly trypanosomy pozorovany na Sesti sklickach. Na

obarvenych preparatech byli pozorovani metacykli¢ti trypomastigoti neboli amastigot-

like trypanosomy. Kromé téchto infekénich stadii byli v mensi mife pozorovani

epimastigoti a sféromastigoti (obrazek 4.10).
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Obrazek 4.10: M¢étitko 10 um. 1: Metacyklicti trypomastigoti. 2: epimastigot, 3: epimastigoti a
metacyklicti trypomastigoti, 4: sféromastigoti a metacyklicti trypomastigoti (autor AB).

4.9. VySetiovani krevnich vzorki

Pomoci PCR bylo vySetieno 16 krevnich vzorkl z jelena evropského a jeden vzorek

z daika evropského. VSechny tyto vzorky byly negativni. U dvou vzorkidl zjelena

evropského byla mozna i kultivace, ale ani ta nepfinesla zadné pozitivni vysledky.
Izolaty z krevnich vzorkli pouZitych pifi membranovém sani a fylogenetické

analyze byly ziskany v minulych letech v rdmci naseho tymu.
4.10. Fylogeneticka analyza

Pro analyzu bylo vyuzito celkem 169 vlastnich sekvenci pochézejicich z koméara, ovadi
muchnicek, jelenich a ov¢ich klost a dva izolaty z jelenovité zvéie. Na obrazku 4.11 je
fylogeneticky strom vytvotfeny se ziskanymi sekvencemi, které spadaji do obou linii Tthl

a TthIl. Velka ¢ast vlastnich sekvenci tvofi samostatnou skupinu v ramci TthlI, tato vétev

49



vSak neni podpofena bootstrapem (na obrazku v bilém ramecku vpravo). Tyto sekvence
pochazeji z riznych lokalit a obsahuji zejména sekvence z komart, ale i z jednoho klose
Lipoptena fortisetosa. Ostatni dva vzorky pochazejici z jelenich klost spadaji, jak do linie
Tthl 1 Tthll. Variabilita se také ukazuje u sekvenci pochéazejicich z ovada ¢i muchnicek,
které se také vyskytuji v obou liniich.

Sekvence Trypanosoma melophagium ziskané z klosi ovcich tvoii spolecné vétev
se sekvencemi popsanymi z Chorvatska a Skotska. OdlisSnou vétev podpoienou
bootstrapem 59 tvoti sekvence T. melophagium pochézejici z Mexika.

Do fylogenetického stromu byly zafazeny i dvé a dvé sekvence ziskané ze dvou
smisSenych infekci, které byly detekovany pomoci PCR stieva a kultury z jednoho jedince.
Odlisné sekvence ziskané zovada Hybomitra ciureai jsou oznacené¢ cCervenou
hvézdi¢kou, modrou hvézdickou pak sekvence s piivodem z Aedes annulipes.

Odlisnou skupinu podpotfenou bootstrapem 98 tvoii sekvence ziskané z komara
(tmaveé Sedy obdélnik). Tato skupina ma jako nejpiibuznéj$i sekvence pochazejici
z Cervus elaphus canadensis z USA. V ramci této skupiny nase izolaty tvoii dvé vétve,
kam spadaji sekvence pochazejici pouze z komart, a to jak z lokality Mikulov, tak také
Zeméchy.

Izolaty pouzité pii experimentdlnim sani jsou v obrazku oznacené podtrzenim.
Kultury z komartt CUL46, CUL59 a CUL107 spadaji spolecné do jedné skupiny. Ovadi
izolat TAB1 spada spole¢né s komaiimi kulturami do linie Tthll, ale neni zcela identicka.
Kultura MOVII, pochazejici z kloSe ov€iho, lezi na spoleéné vétvi T. melophagium.
Izolat ziskany zjeleni krve CELA1l spada jako jediny zpouzitych izolatd

v membranovém sani do linie Tthl.

Obrazek 4.11: Fylogeneticky strom vytvoreny na zakladé SSU rRNA.

Tuéné zvyraznéné jsou vlastni sekvence. Svétle Sedy obdélnik znaci sekvence spadajici do linie
Tthll, tmavé Sedy obdélnik linii Tthll. Sekvence oznacené barevnou hvézdiCkou pochézeji
z jednoho jedince, ovada — Cervend/komara — modra. Podtrzeni znaci izolaty vyuzité pfi
experimentalnim sani. V zavorkach za kody sekvenci je napsany hostitel. Pismena na konci znaci

lokalitu, M — Mikulov, CH — Chotec¢, Z — Zeméchy, B — Bystrice, V — Vlkov, H — Hofice.
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5. DISKUSE

5.1. Detekce T. theileri v odchyceném hmyzu

5.1.1. Komari

Béhem této prace bylo vysetieno celkem 4 027 komara, 18 druhli. Zatimco na lokalitach
Zeméchy a Mikulov byla T. theileri-like detekovéana ve dvou ze tii testovanych sezon, na
lokalit¢ Chote¢ byl pouze jeden pozitivni komar v jedné sezon€. Tyto vysledky mohou
byt ovlivnény niz§im poctem vysetienych komari, ale také druhovym zastoupenim na
jednotlivych lokalitach. Na Chotci bylo celkové odchyceno vice komart rodu Culex, kteti
jsou spise ornithofilni (Radrova et al. 2013), zatimco na lokalit¢ Zeméchy bylo odchyceno
vice druht z rodu Aedes, kteii jsou oportunni nebo mammalofilni (Borstler et al. 2016;
Schonenberger et al. 2016). Dalsim hlediskem ovliviiujicim prevalenci byly odchyty
probihajici v obotfe Milovického lesa, kde je vysoky vyskyt jelenovité zvéte, a tudiz i
dostatek hostitela pro cirkulaci nakazy.

Pozitivnich komarti na 7. theileri-like bylo 14 riznych druhii. Nejvyssi prevalence
byla u druhti Ae. excrucians (MIR = 21,7 %), Ae. punctor (21,1 %), Ae. vexans (9,5 %) a
Ae. cantans/annulipes (7,7 %). Schoener et al. (2018) detekovali T. theileri-like
v Rakousku u sedmi druhii, a to s nejvyS$§i hodnotou MIR u Ae. geniculatus
(MIR =3,9 %) An. plumbeus (0,9 %) a Ae. vexans (0,8 %). Tyto prevalence jsou
v porovnani s nasimi vysledky niz§i. To mize byt pravdépodobné ovlivnéno lokalitou
odchytu, kdy nejvy$§i prevalence T. theileri-like byly zaznamenany u komart
odchycenych v obofe Milovicky les. Piestoze prevalence u Ae. vexans nebyla nejvyssi,
bylo nejvice pozitivnich jedinct detekovano pravé u tohoto druhu (100/1077). Vysoky
pocet pozitivnich jedincli naznacuje, ze by mohl byt Ae. vexans efektivnim prenasecem.
To také podporuji nase popisy infekci pii pitvach v Mikulové, kdy ve stfevée infikovanych
komart Ae. vexans byly pozorovany silné infekce s uchycenymi trypanosomami ke sténé
stfeva.

Komafi rodu Aedes jsou oportunni nebo mammalofilni, tedy maji vyssi Sanci se
savCimi trypanosomy nakazit nez napiiklad komati druhu Cx. pipiens, ktefi jsou spise
ornithofilni (Radrova et al. 2013; Borstler et al. 2016; Schonenberger et al. 2016). To
odpovida nasim vysledktim, kdy 7. theileri-like byla detekovana pfevazné u komart rodu
Aedes. Béhem nasi studie byl zaznamenan jeden pozitivni jedinec Cx. pipiens s infekci
T. theileri-like. Tato infekce byla zjiSténa pti pitvach, kdy byly trypanosomy lokalizovany

v zadnim stfevé bez ptitomnosti krve. Obdobny nélez popisuji i Schoener et al. (2018),
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ktefi pomoci PCR detekce zaznamenali 7. theileri-like u Cx. pipiens. Tyto nalezy
potvrzuji zavéry studie hostitelskych preferenci Cx. pipiens (Radrova et al. 2013), kdy
ochota sat na savcich byla potvrzena jak pouzitim sentinelovych pasti, tak sekvenovanim
nasaté krve (Radrova et al. 2013). Naopak v Némecku Cx. pipiens sél spiSe na savcich
(78 %) nez na ptacich hostitelich (Borstler et al. 2016).

Schoener et al. (2018) detekovali ve své studii 7. theileri-like také u An. plumbeus
a Mansonia richiardii. V této praci byly sav¢i trypanosomy detekovany taktéz v téchto
druzich, navic byly nalezeny u An. maculipennis, An. claviger a Cul. annulata. Nicméné
bylo odchyceno a vySetieno malé mnozstvi téchto komart, proto nemohou byt prevalence

porovnany s ostatnimi nalezy.

5.1.2. Klosi
Klosi Melophagus ovinus byli ziskéni ze Sesti rliznych lokalit, ale pouze na jedné z nich
byla detekovana 7. melophagium (16,7 %). Prevalence u klost na pozitivni lokalité byla
68 %. Prevalence na pozitivni lokalit¢ byla vysoka, podobn¢ jako ve studii ze Skotska
(82,4 %), 1 Chorvatska, kde na vSech péti vySetfovanych lokalitich byla prevalence
pozitivnich klost od 50 % do 94,5 % (Gibson et al. 2010; Martinkovi¢ et al. 2012). Tato
vysoka prevalence mtize byt i diky tomu, Ze ov¢i klosi neopoustéji svého hostitele a Casto
na ném saji (Small 2005), takze je-1i ovce pozitivni, je vysoka pravdépodobnost, Ze z ni
sebrani klosi budou infikovani (Martinkovi¢ et al. 2012).

V Ceské republice se vyskytuji dva druhy jelenich klost, Lipoptena cervi a
L. fortisetosa. Vy§§i mnozstvi ziskanych klost bylo druhu L. fortisetosa, to potvrzuje
bézny vyskyt t€chto klosti na studovanych lokalitdch v péti krajich (Duchac a Badr 1998).
T. theileri-like byla detekovana pouze u L. fortiestosa, na rozdil od klost L. cervi, kde
vySetenych klost tohoto druhu. VSechny pozitivni nalezy byly detekovany pomoci PCR
a nasledné sekvenace. B€hem pitev nebyla Zadna infekce zaznamenana, coz je nejspise
ovlivnéno malym poctem vypitvanych jedincti a nizkou prevalenci T. theileri-like
v jelenich kloSich. ProtoZe detekce pomoci PCR neprokazuji, zda dochdzi k vyvoji
trypanosom po nasati vektorem a zda se nejednd pouze o zachyt nasatych trypanosom
v krvi, nelze prokézat, zda by L. fortisetosa mohla hrat roli v pfenosu. Bdse a Petersen
(1991) popisuji u L. cervi pii pitvach stieva rozety a epimastigoty, avSak nebyla popsana
infekéni stddia ¢i provedeny infekéni pokusy. Garcia et al. (2020) piredpokladaji

L. mazamae jako mozného ptenaSece noveé popsané 7. trinaperronei, kterou detekovali
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pomoci PCR, nicméné ani tady nelze soudit, jestli dochézi k vyvoji téchto trypanosom ve
stieve a zda vznikaji infek¢ni stadia, které byla popsana u ovc¢ich klost nebo ovadt (Hoare
1972¢; Molyneux 1975; Molyneux et al., 1978; Bose a Heister 1993).

Jelikoz jeleni kloSi po nalezeni hostitele odhazuji kiidla a hostitele uz neméni,
pravdépodobnost, Ze by tito klosi hrali hlavni roli v pfenosu, je mald. Nicméné je zde
moznost kontaktniho ptenosu klosi jako u M. ovinus, avSak ne v takové mife jako
v ov¢im stade, kde jsou zvitata vice v kontaktu mezi sebou (Small 2005). Déle by nakaza
hostiteli mohla probihat pii allogroomingu, kdy dochéazi k vykousavani ektoparaziti
u zvitat navzajem (Bohm et al. 2007).

Prestoze nase vysledky zcela neobjasnily roli jelenich klost v pfenosu trypanosom
T. theileri-like, 1ze u pozitivnich nalezi predpokladat, ze zvitata, ze kterych byli pozitivni
klosi ziskdni, byla infikovana témito trypanosomami (Martinkovi¢ et al. 2012).
U pozitivnich klost z Mikulova se jednalo o lan jelena evropského a u klose z Bystrice

o srnce obecného.

5.1.3. Ovadi

Ovadi byli potvrzeni jako ptenaseci T. theileri jak pro populace vyskytujici se u dobytka,
tak pro trypanosomy u jelenovité zvéie (Bose et al. 1987). V této praci byly trypanosomy
detekovany v druzich Hy. ciureai a T. bromius. Trypanosomy podrodu Megatrypanum
byly dfive detekovany u ovadii té€chto dvou rodi, ale zatim nebyly zaznamenany pfimo
u druhu Hy. ciureai (Bose a Heister 1993; Ganyukova et al. 2018; Werszko et al. 2019;
Votypka et al. 2019). Celkova prevalence z vysetiovanych ovadi byla 44 % pro
T. theileri-like, kterd odpovida vysokym prevalencim detekovanym taktéZ u jinych studii.
Naptiklad v Polsku dosahovala prevalence 33,7 %, v Rusku 31 % a u ovadi v Africe
49,2 % (Votypka et al. 2015, Ganyukova et al. 2018; Werszko et al. 2019). Ovadi byli
diive potvrzeni jako prenasSeci T. theileri (Bbose et al. 1987), vysokd prevalence
detekovana béhem nasi studie naznacuje vyznamnou roli ovada v pienosu 7. theileri-like
na studovanych lokalitach. Na kinetoplastida bylo PCR pozitivnich celkem 60 % ovadi
(15/25). Pravdépodobné z diivodu smiSenych infekci nevysla u vSech pozitivnich vzorkt
sekvenace. Klonovani by mohlo potvrdit pfipadné smisené infekce, které byly odhaleny

u ovadu také ve studii Ganyukova et al. (2018).
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5.2. Komari a flebotomové jako potencionalni prenaSeci 7. theileri

V této praci byly pro membranové sani vyuzity tfi druhy komért. Prvni volbou byli
komafi rodu Culex, jejichz stalé chovy mame na katedie parazitologie. Culex pipiens
molestus a Cx. p. quinquefasciatus byli po sani uchovavani v riznych teplotach, aby byla
ovlivnéna doba traveni krve ve stievé (Benkova a Volf 2007; Hlavacova et al. 2013;
McCue et al. 2016), kdy parazit ziskava vice asu na uchyceni, vyvoj a moznost uniknout
tak defekaci, pfi které by mohl byt vyloucen z ptenasece (Githeko et al. 2000; Gage et al.
2008; Hlavacova et al. 2013; Reinhold et al. 2018). NiZzsi teplota, ale neovliviiuje pouze
rychlost traveni krve ve stieveé, ale ma vliv 1 na samotny vyvoj parazitl. Pfi nizSich
teplotach dochazi ke zpomaleni vyvoje, a infekéni stadia vznikaji pozdéji (Asin a Catala
1995; Hlavacova et al. 2013). Experimenty s komary uchovavanymi v 21 °C nepfinesly
pozitivni vysledky, zatimco pfi vyuZiti nizkych teplot 8 — 11 °C byly detekovany stiedni
a slabé infekce. Podle vysledkli z vysSich teplot komati rodu Culex pravdépodobné
nehraji roli v pfenosu, ale v nizsich teplotach se trypanosomy mohou ve stievé udrzet. To
naznacuje i na$ nalez trypanosom 7. theileri-like pfii pitvach Cx. pipiens, u kterého ve
stteveé byla pozorovana silna infekce.

Aedes aegypti byl vybran pro membranové séani, jelikoz detekce 7. theileri-like
u koméart odchycenych v terénu ukazovaly vyskyt téchto trypanosom piedevsim u rodu
Aedes. Pro experimentalni sani s Ae. aegypti bylo vyuzito nékolik izolath s rGznym
puvodem. Silné infekce s vysokou prevalenci 47 — 90 % byly detekovany ptfi sani
sizolaty pochazejicich zkomart Cul. annulata (CUL46, CULS9) a Ae. vexans
(CUL107). Pii mikroskopii vybranych infekci se ukazalo, Ze se zde tvoti infekéni stadia
trypanosom, jako bylo popsano u infekci ovéich klost nebo ovadu 7. theileri-like (Hoare
1972e; Molyneux 1975; Molyneux et al. 1978; Bdse a Heister 1993). Je tedy
pravdépodobné, ze komaii rodu Aedes mohou potencidlné hrat roli pii pfenosu
trypanosom skupiny 7. theileri, avS8ak mohlo by se jednat jen o nékteré genotypy
T. theileri-like, jak bude jesté dale podrobnéji diskutovéno.

Infekeni experimenty s izolatem z ovada Hy. ciureai (TAB1) ptinesly riznorodé
vysledky. Pfi prvnim séni vSichni komafi byli negativni a pfi druhém experimentu bylo
4/51 komarti pozitivnich se slabymi a stfedné silnymi infekcemi. Oproti infekcim
s 1zolaty pochézejicich z komara lze spiSe usuzovat, ze by mohlo dochéazet k vyvoji jen

ojedinéle. Pro jednoznacné zévéry u tohoto izolatu by bylo potieba provést dalsi
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experimenty. Zejména srovnani s membranovym sanim s ovady by bylo zajimavé,
nicméné¢ chovy ovadl nejsou dostupné.

Infekce trypanosomami 7. melophagium pochézejicimi z ov¢iho klose (MOVIN)
a T. theileri-like z jeleni krve (CELAI1) se neuchytila ve stievé komari Ae. aegypti.
U T. melophagium se tak potvrzuje vektorova specifita, jak bylo popisovano jiz diive
(Hoare 1972¢).

Ve fylogenetické analyze je ziejmé, ze komafi izolaty, které ptinesly pozitivni
infekce pfi experimentech, spadaji spolecné do jedné skupiny v linii TthIl (skupina
sekvenci v bilém obdélniku na obrazku 4.10). Izolaty MOVI1 a TAB1 se nachdzeji taktéz
v linii Tthll, ale jsou odlisné jak mezi sebou, tak se rovnéz odliSuji od izolati
pochézejicich z komari. Izolat z jeleni krve (CELA1), ktery mél negativni vysledky
infek¢nich experimentt, spad4 do skupiny Tthl, a tim se od ostatnich pouZzitych izolath
nejvice odlisuje. To poukazuje, ze nékteré genotypy by mohly byt vektorove specifické
s odlisnymi ptenaseci. Podobné byla vektorova specifita pozorovana také u ptacich
trypanosom (Votypka et al. 2012; Zidkova et al. 2012; Svobodova et al. 2017; Svobodova
a Radrova 2018).

Zajimavym experimentem pro porovnani by mohlo byt membranové sani
s izolatem CUL117 (Aedes sp.), ktery se od ndmi pouzitych kultur pro experimenty
fylogeneticky velmi li§i a spadd mimo definované linie z jinych publikaci. Dalo by se
predpokladat, ze vhodnymi pfenaseci téchto trypanosom by mohli byt komafi, nebot’
vetev s timto izolatem obsahuje pouze sekvence ziskané z komart.

Pfi  studiu  prediureze infikovanych  komard se  ukdzalo, Ze
trypomastigot/amastigot-like trypanosomy jsou pfitomné i v moc¢i. Pfitomnost infekénich
stadii u trypanosomatid ve vylucované moci byla pozorovana taktéz u flebotomu
(Sadlova a Volf 1999). Kdyby komafi hrali roli v pfenosu, dalo by se pfedpokladat, Ze
prenos na hostitele by mohl probihat i diky prediurezi, kdy se trypanosomy mohou dostat
na sliznici, ¢i do odérky (Bose et al. 1987). Tento zplisob pienosu byl popsan taktéz u
ptacich trypanosom, kdy byl prokazan pienos skrze spojivku (Votypka a Svobodova
2004).

Calzolari et al. (2018) nasli 7. theileri ve flebotomovi P. perfiliewi v zadnim
stteve, proto jsme se rozhodli zkusit vyuzit flebotomy k experimentdlnimu sani. Infekce
prob&hly dvakrét s izoldtem z Culiseta annulata a v obou piipadech byly detekovéany i
siln¢ infekce s prevalenci kolem 65 %. Trypanosomy se tedy dokdzou ve stieve

P. perniciosus udrzet a tvotit tam dalsi vyvojova stadia. Pro vice informaci by bylo dobré
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detekovat stejné infekéni stddia metacyklickych trypomastigotii, ktera byla popsana pfi
infekcich v ovadech ¢i kloSich (Hoare 1972e; Molyneux 1975; Molyneux et al. 1978;
Bose a Heister 1993). Dale by bylo vhodné vyzkousSet vice izolati s riznym ptivodem,

které byly vyuzity pii sani s komary.

5.3. Infekce laboratornich komarua a mysi

Pozitivni stieva komard a flebotomi se silnymi infekcemi byla vyuzita pro nakazu
laboratorni mySich. Negativni testy pomoci kultivace i xenodiagnostiky potvrzuji
hypotézu, zZe je T. theileri-like vysoce hostitelsky specificka, jak bylo zminéno jiz diive

(Hoare 1972¢; Dirie et al. 1990).
5.4. VySetrovani krve jelenovité zvére

T. theileri-like byla detekovana pouze ve dvou krevnich vzorcich, ze kterych byla
vykultivovéana. Tyto kultury byly izolovany na$im tymem v minulych letech, béhem mé
prace pii detekci trypanosom nebyli bi¢ikovci detekovani pti PCR ani pii kultivaci v krvi
jelenovitych. Obtizna detekce trypanosom 7. theileri-like z krve byla prokazéana jiz

v minulosti kvtli nizké parazitémii v krvi hostitelt (Hoare 1972f; Neumuller et al. 2012).
5.5. Fylogeneticka analyza

Fylogeneticka analyza ziskanych sekvenci pfedstavila vysokou variabilitu naSich
sekvenci. V analyze se ukazalo, Ze naSe izolaty spadaji jednak do obou dfive popsanych
linii Tthl a TthII (Rodrigues et al. 2003, Rodrigues et al. 2006; Rodrigues et al. 2010a), a
navic tvofi dalsi vétev odliSnou od téchto linii spolecné s izolaty pochazejici ze Spojenych
statl. OdliSnost téchto izolati od definovanych linii byla naznafena i1 u jinych
fylogenetickych studii (Fisher et al. 2013; Garcia et al. 2020). U izolath z USA existuji
sekvence pouze SSU rRNA, ktera je mén¢ variabilni a nedokaZze zcela odhalit genetickou
variabilitu v ramci skupiny trypanosom 7. theileri, a proto nebyla zatim tato linie
detailnéji prozkouména (Rodrigues et al. 2010a; Garcia et al. 2011a; Garcia et al. 2011b;
Fisher et al. 2013). Nicméné€ 1 analyza SSU rRNA ukazuje variabilitu naSich izolat, jak
mezi sebou, tak 1 ve srovnani se sekvencemi z databaze.

Infekéni experimenty s rznymi rody komdrd a izolaty s rliznym plvodem
naznacuji, Ze by jednotlivé genotypy mohly byt vektorové specifické. Stejné tak ve
fylogenetickém stromé jsou nékteré vétve tvofeny naSimi sekvencemi pochdzejicimi

pouze z komart ¢i muchnicek. Tyto vétve tedy naznacuji, Ze by mohla existovat
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vektorova specifita genotypli. Nicméné jsou vétve, které jsou tvofeny jak genotypy
z ovadl, muchnicek, tak i z jelenich klost. Nékteré sekvence byly ziskany pouze PCR
detekci, a proto nelze prokazat, zda T. theileri nebyla nasata s krvi bez pozdéjsiho vyvoje,
obzvlasté u klost Lipoptena, kteti po nalezeni svého hostitele neopoustéji a opakované
na ném saji. Zatazenim studovanych sekvenci mezi genotypy se znamymi vektory nam
muze pomoci odhalit pravdépodobnost pfenosu urcitym vektorem. Piesto je vSak potieba
roli vektora potvrdit infekénimi pokusy a dal§imi experimenty.

Vétsina naSich sekvenci spada mimo linii Tthl. To naznacuje, ze na danych
lokalitach se vyskytuji zejména trypanosomy spadajici mimo tuto linii. Tento jev mtze
ale byt zptisoben i tim, Ze naSe izolaty pochézi predevsim z komart. V ptipadé, ze by byla
T. theileri-like specifickd na pfenaSece, nemusely by byt dalsi genotypy 7. theileri-like
na danych lokalitich detekovany. Specifita na pfenaSeCe byla popsidna u ptacich
trypanosom, jak bylo zminéno jiz diive (Votypka et al. 2012; Zidkova et al. 2012;
Svobodova et al. 2017; Svobodova a Radrova 2018). V linii Tthl se vyskytuji Ctyfi naSe
komafi izolaty, které byly zpracovavany pouze PCR detekci, z ¢ehoz u tii jedinct byla
pfi determinaci do druhu viditelna pfitomnost krve v zadecku. Proto nelze vyloucit, ze
trypanosomy byly sice v krvi pfitomné, ale vyvoj ve stievé nemusel probihat.
Nevnimavost komart této linie dale potvrzuje, ze pfi experimentalnim sani s jelenim
izolatem CELA1 nebyli komafi infikovani. Bylo zjisténo, Ze na lokalitich Mikulov 1
Doupov jsou pfitomné trypanosomy z linie Tthl, z niZ bylo ziskdno pouze nékolik
sekvenci. Pro prohloubeni znalosti této linie na danych lokalitaich by mohla pomoci
detekce T. theileri-like u dalsiho krevsajiciho hmyzu.

Z fylogenetického stromu vyplyva, Ze genetickd variabilita neni zavisla na
lokalitach a vétve jsou tvofeny sekvencemi pochéazejicimi z riznych lokalit. To potvrzuje,
ze trypanosomy skupiny 7. theileri vytvafi odliSné genotypy, které nejsou zavislé na
geografickém vyskytu (Rodrigues et al. 2006; Garcia et al. 2011a; Garcia et al. 2011b;
Jaimes-Duefiez et al. 2018; Suganuma et al. 2019).

Porovnanim naSich sekvenci se sekvencemi z databdze lze vidét, Ze izolaty
pochazejici z dobytka a buvoll se odlisSuji od nasSich sekvenci, které tvoii odlisSné vétve
v linii Tthl a TthIl. Nami ziskané sekvence, nepocitaje 7. melophagium, jsou nejvice
piibuzné se sekvencemi pochazejicimi zriznych jelenovitych, nebo s izolaty
z krevsajiciho hmyzu, coZ naznacuje pravé roli tohoto hmyzu jako pfenasecti mezi
jelenovitymi. Nicméné ve fylogenetickém stromé lze pozorovat i vétve se sekvencemi,

které pochazeji z jelenovitych a odlisuji se od naSich izolata.
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Ziskan¢ izolaty T. melophagium tvoii spole¢nou vétev s evropskymi sekvencemi
T. melophagium, avsak nové publikované sekvence pochazejici z Mexika se odlisuji a
ukazuji na genetickou variabilitu, kterd nebyla zatim u ov¢ich trypanosom popsana
(Gibson et al. 2010; Garcia et al. 2011b; Martinkovic et al. 2012; Fisher et al. 2013).

Porovnanim sekvenci z pozitivnich stev s kulturami ziskanych z jednoho jedince
bylo detekovano celkem pét smiSenych infekci 7. theileri. Dvé z téchto infekci byly
zahrnuty do fylogenetické analyzy, ktera ukazala odliSnost téchto izolati navzajem. Obée
sekvence pochézejici z komara Ae. annulipes spadaji do linie Tthll, ale lezi v rtiznych
vétvich. Sekvence z ovada pochazejici z Hy. ciureai spadaji do odliSnych linii. Tyto
smiSené infekce byly zaznamenany u ovadu i v jinych studiich (Ganyukova et al. 2018;
Werszko et al. 2019). SmiSené infekce ndm ukazuji, Ze na lokalité¢ Milovického lesa a v
jeho okoli cirkuluje vice genotypu 7. theileri, kterymi se mlze vektor nakazit. Pitva
prokazala, ze trypanosomy byly ve stievé uchycené a nejednalo se tedy o zachyt paraziti
v nasaté krvi.

Fylogeneticka analyza naSich sekvenci byla provedena na zédkladé SSU rRNA.
PtestoZe neni zcela vhodnym genem pro objevovani genetické variability u trypanosom
T. theileri (Rodrigues et al. 2010; Garcia et al. 2011a; Garcia et al. 2011b; Fisher et al.
2013), mizeme vidét, ze ziskané sekvence ukazuji vysokou variabilitu a odlisnost od
sekvenci z databdze. Gen malé ribosomdlni podjednotky byl pouzit pro detekci a
fylogenetickou analyzu, jelikoZ v nasi laboratofi byl pro tyto typy vzorki jiz pouzivan.
V databazi také existuje vice sekvenci tohoto genu a poskytuje tedy dostatek dat pro
porovnavani. Na zdklad¢ vytvoreného fylogenetického stromu budou vybrany vzorky, u
nichz bude provedena sekvenace variabilnéjSiho genu (ITS, gGAPDH nebo SL) pro

odhaleni detailné&jsi genetické variability nasich sekvenci.
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6. SHRNUTI

Trypanosomy skupiny 7. theileri byly detekovany u 13 druht komart, dvou druht
ovadu (Hy. ciureai a T. bromius) a jeleniho kloSe L. fortisetosa.

Trypanosoma melophagium byla detekovana na jedné ze Sesti vySetfovanych
lokalit s prevalenci 68 % na dan¢ lokalité.

Infek¢éni séni s komary rodu Culex potvrdilo vliv teploty pfi traveni krve na
udrzeni infekce.

Membranové sani s Ae. aegypti bylo tispé$né u izolatl pochazejici z komart, kde
prevalence dosahovala od 47 — 91 %.

Ptfi membranovém sani flebotoma P. perniciosus s komafim izolatem infekce
dosahovaly vysoké prevalence az 68 %.

Infekéni staddia trypanosom byla pozorovéana pifi pitvach komart
z experimentalniho séni, pitvach odchycenych ovadd a pfi experimentech
prediureze u infikovanych komara.

Fylogenetickd analyza odhalila genetickou riznorodost nasich sekvenci, které
spadaji do obou definovanych linii a potvrdila existenci skupiny odlisné od linii

Tthl a Tthll
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7. ZAVER

V Ceské republice byla T. theileri-like detekovana na vsech vybranych lokalitach,
predev§im u komard rodu Aedes, kdy u nékterych druhti dosahovala hodnota MIR az
21 %. Pomoci experimenti se podafilo odhalit, Ze v komérech dochdzi k mnozeni a
tvorb¢ infek¢nich stadii trypanosom, a piestoze je kvili vysoké hostitelské specifité
obtizné dokoncit zivotni cyklus v laboratofi a potvrdit tak pfenasece téchto trypanosom,
ukazuje se, ze komari maji potencial byt vektory 7. theileri-like.

Krom¢ komart byla 7. theileri-like nové detekovéana u klost druhu L. fortisetosa.
U tohoto hmyzu je stale prostor pro vyzkum jejich role v pfenosu savc¢ich trypanosom.
Nizké prevalence (4 %) a zpusob zivota jelenich klosi naznacuje, Ze by sice mohli byt
prenaseci, ale tato role by nebyla vyznamna.

Do této doby byly fylogenetické studie 7. theileri-like zalozeny piedevSim na
izolatech z hostiteli a ovadua. Tato prace rozsifuje mnoZzstvi sekvenci o izolaty z komart,
jelenich klost a muchnic¢ek. Ve fylogenetické analyze byla odhalena vétev T. theileri-
like, ktera se 1i8i od dosud popsanych linii Tthl a Tthll. To ukazuje, ze geneticka diverzita

trypanosom skupiny 7. theileri bude mnohem §ir$i, nez bylo doposud publikovano.
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