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ABSTRAKT

Hlavni ¢ast diplomové prace je vénovana bicikoveim rodu Porcisia, parazitujicim u
americkych stromovych dikobrazii, jejichz prenase¢i dosud nebyli popsdni. Pomoci
experimentalnich infekci byl studovan vyvoj obou znamych zastupct tohoto rodu (P. deanei a P.
hertigi) ve dvou druzich flebotomi (Lutzomyia migonei, Lu. longipalpis) a tiplicich Culicoides
sonorensis. Zatimco P. hertigi neptezivala defekaci samic Zadného z prenasecti, P. deanei tvotila
silné zralé infekce u 51-61 % samic Lu. longipalpis a v menSim procentu i v Lu. migonei (7 %) a C.
sonorensis (7 %). Porcisie vykazovaly vyrazné mensi rozméry, nez kontrolni druh L. infantum, ale
tvorili stejné morfologické formy. Vyjimecna byla lokalizace P. deanei, infekce byly detekovany u
vSech tii pfenaseci prevazné v malpigickych trubicich. Dalsi pokusy prokazaly ptitomnost P. deanei
v mo¢€i Lu. longipalpis vyluCované pii prediurezi a uspéSny pienos parazita na BALB/c mys touto
unikatni cestou. Lutzomyia longipalpis je tedy kompetentnim pfenaSecem P. deanei, ale do pfenosu
mohou byt na endemickych lokalitdch zapojeny i dalsi druhy flebotomti ¢i tipliki.

Mensi ¢ast prace je vénovana porovnani morfologie zastupct podrodu Mundinia — L.
martiniquensis a L. orientalis — pii vyvoji v tiplicich C. sonorensis a flebotomech Phlebotomus
argentipes. Oba druhy tvofily v obou pfenasecich stejné morfologické formy a jejich relativni

zastoupeni ani rozméry se signifikantné nelisily.
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ABSTRACT

The main part of the thesis is focused on flagellates of the genus Porcisia, parasitizing
Neotropical porcupines with unknown vectors. The development of two known species of this genus
(P. deanei and P. hertigi) in two sand fly species (Lu. migonei, Lu. longipalpis) and biting midges
C. sonorensis was studied using experimental infections. While P. hertigi did not survive defecation
in females of either vector, P. deanei formed strong mature infections in 51-61% of Lu. longipalpis
and in a smaller percentage in Lu. migonei (7 %) and C. sonorensis (7 %). Porcisia showed
significantly smaller size than the control species L. infantum but formed the same morphological
forms. The localization of P. deanei was exceptional; infections were detected predominantly in
Malpighian tubules. Further experiments demonstrated the presence of P. deanei in the urine of Lu.
longipalpis excreted during prediuresis and successful transmission of parasites to BALB/c mice by
this unique route. Thus, Lu. longipalpis is a competent vector of P. deanei, but other vector species
may be involved in transmission at endemic localities.

A minor part is focused on the comparison of the morphology of two Mundinia species -
L. martiniquensis and L. orientalis — during development in biting midges C. sonorensis and sand
flies Ph. argentipes. Both species formed the same morphological forms in both vectors and their
relative representation and measurements were not significantly different.
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Seznam zkratek

AMG - abdominalni mesenteron

C. — Culicoides

EN — dlouhé nektomonady

EP — endoperitroficky prostor

L. — Leishmania

Lu. — Lutzomyia

MC — metacyklicti promastigoti

LE — leptomonady (kratci promastigoti)
MT — malpigické trubice

P. — Porcisia

PCR - polymerazova fetézova reakce
Ph. — Phlebotomus

PI - po infekci

PP — procyklicti promastigoti

PSG — promastigote secretory gel

SV — stomodealni valva

TMG — thorakalni mesenteron
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1 Uvod a cile prace

Bicikovci rodu Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) jsou medicinsky a veterinarné
vyznamnou skupinou intracelularnich paraziti zptsobujicich onemocnéni zvané leishmanidza.
Onemocnéni zahrnuje Siroké spektrum projevil od nejbéznéjsi kozni formy, pres kozné-slizni¢ni az
po visceralni formu napadajici vnitini orgdny a koncici Casto fatilné. V soucasné dobé je rod
Leishmania rozdélen na Ctyfi podrody — ke tfem jiz dlouho zavedenym podrodim Leishmania,
Viannia a Sauroleishmania byl v roce 2016 ptidan ¢tvrty podrod Mundinia, ktery se odstépuje na
bazi fylogenetického stromu rodu Leishmania a zahrnuje nyni pét druhl, dfive fazenych do
komplexu L. enriettii, z nichz tfi jsou infek¢ni pro ¢lovéka (Espinosa et al. 2016).

Leishmanie maji digeneticky zZivotni cyklus, ktery probiha mezi Sirokou skéalou obratlov¢ich
hostitelt a dvoukiidlym krevsajicim hmyzem. Jest¢ nedavno bylo Siroce piijimano jednoznacné
paradigma, Ze pfenaseci leishmanii jsou flebotomové (Diptera: Psychodidae). V poslednim desetileti
ale postupné pribyvalo dikazl, ze jako pfenaSeci leishmanii podrodu Mundinia mohou fungovat
zastupci jiné Celedi dvoukiidlého hmyzu — tiplici (Diptera: Ceratopogonidae). Definitivni dikaz o
kompetenci tiplik pienaSet mundinie pfinesla publikace kolegli z nasi laboratofe na katedfe
parazitologie PfF UK (Becvar et al. 2021). Prvnim cilem mé prace bylo na tyto pokusy navazat a
porovnat detailné kritické momenty vyvoje vybranych druht mundinii ve flebotomech a tiplicich.
Pro toto téma byly zasadni pravidelné dodéavky tiplikt z institutu v anglickém Pirbrightu, které byly
nasmlouvany v ramci mezinarodniho programu Infavec 2. Bohuzel, kvuli vypuknuti pandemie
covidu v kombinaci s Brexitem nebylo mozné po celé dva roky tipliky z Anglie ziskat — jedinou
dodavku jsme dostali az v dubnu 2022. Toto téma tedy bylo zredukovano na porovnani morfologie
mundinii v obou typech pfenasect, k cemuz jsem mohla vyuzit i fixovany materidl ze stfevnich
roztlakti infikovanych tiplikd z pokusti Mgr. Bec¢vare.

Jako ndhradni téma jsme zvolily vyzkum ptenasect rodu Porcisia. Tento rod byl, stejné€ jako
podrod Mundinia, ustaven v praci Espinosa et al. (2016), a to ze dvou druhti bi¢ikovct parazitujicich
u americkych stromovych dikobrazi (urzonil), dlouha 1éta fazenych do rodu Leishmania. Porcisie
jsou spolu s rodem Endotrypanum nejblizsi fylogeneticky piibuzné leishmanii. Jejich biologie je
zatim velice malo prozkouména — infekce urzond byly vzdy asymptomatické a pienaseci ziistavaji
témer padesat let po jejich prvnim nalezu neznami. Ve své praci jsem testovala vyvoj obou zastupct
rodu Porcisia v potencionalnich pfenasecich — dvou druzich jihoamerickych flebotomi, které mame
k dispozici v naSem insektariu a (diky zminéné jediné zasilce z anglického Pirbrigtu) také v tiplicich

druhu Culicoides sonorensis.

Prvnim cilem diplomové prace je ovefit kompetenci dvou druhtd flebotomil (Lutzomyia migonei,
Lu. longipalpis) a tiplikd (Culicoides sonorensis) porovnat vyvoj a prenos Porcisia deanei a P.

hertigi.

Cile bude dosazeno pomoci:
*  experimentalnich infekci laboratorné chovanych druht flebotomu a tiplik,
* sledovani lokalizace a intenzity infekci v prenasecich svételnym mikroskopem v rtiznych
casovych intervalech po infekei,
*  vyhodnoceni zastoupeni morfologickych forem parazitii z roztlakovych preparati,
3



*  experimentalnim ovéfenim pienosu na hostitele.
Druhym cilem diplomové prace je porovnat tvorbu a relativni zastoupeni jednotlivych
morfologickych forem dvou zastupct podrodu Mundinia v tiplicich Culicoides sonorensis a
flebotomech Phlebotomus argentipes.

Cile bude dosazeno vyhodnocenim morfologie parazitii z roztlakovych preparatt, ziskanych pitvou
experimentalné infikovanych prenasect.



2 Literarni pfehled

2.1 Taxonomické zarazeni rodu Leishmania

Leishmanie jsou bicikovci, ktetfi infikuji rizné druhy savct a plazi v teplych oblastech celého svéta
a zpisobuji onemocnéni zvané leishmaniéza. Radi se do &eledi Trypanosomatidae, tadu
Kinetoplastida (Sharma a Singh 2008). Charakteristickym znakem zastupci fadu Kinetoplastida je
ptitomnost unikatni organely zvané kinetoplast. Jedna se o mitochondriadlni DNA, ktera se sklada z
n¢kolika desitek maxikrouzkl kodujicich typické mitochondrialni proteiny a ribosomalni RNA, a
nekolika tisic minikrouzkt kodujicich tzv. guide RNA, které funguji pfi upravach mRNA transkriptii
z maxikrouzki (Shlomai, 2004).

VSichni zéastupci ¢eledi Trypanosomatidae parazituji na obratlovcich nebo bezobratlych a
prochazeji béhem svého zivotniho cyklu vyraznymi morfologickymi zménami (Ogden a Melby
2009). Je to riiznoroda skupina, kterd zahrnuje monoxenni druhy, jejichz vyvojovy cyklus se
odehrava pouze v jednom (bezobratlém) hostiteli, a dixenni druhy, které se vyvijeji jak v bezobratlém
hostiteli, tak v obratlovci ¢i ptipadné v rostlin€. Do druhé skupiny, mezi dixenni parazity, spada pét
rodt — Trypanosoma, Leishmania, Phytomonas, Porcisia a Endotrypanum. Dixenni trypanosomatida
se vyvinula z monoxennich v evoluci nejméné tfikrat nezavisle. K jednomu takovému pierodu doslo
v podceledi Leishmaniinae, u rodd Leishmania, Endotrypanum a Porcisia. Diky velkému
medicinskému vyznamu je rozsahle studovana zejména biologie zastupcti rodu Leishmania, coz
vedlo mimo jiné k dikladnému poznani taxonomie tohoto rodu a jeho nejblizsich piibuznych. Rod
Leishmania se v souCasné dobé¢ déli na Ctyii podrody — Leishmania, Mundinia, Sauroleishmania a
Viannia, které jsou dobfe definovany na zakladé své biologie (vyvoj v pfenaseci, okruh hostitelt,
klinické projevy onemocnéni) a fylogeneze. Mnoho z téchto paraziti bylo zkoumano pomoci
modernich genomickych metod a srovnavaci analyzy odhalily jejich vztahy a evolucni historii
(Espinosa et al. 2016); pritom nejblizsi fylogeneticti pfibuzni leishmanii, rody Endotrypanum a
Porcisia, zustaly spiSe opomijeny a neptitahovaly takovou pozornost badatelti (Albanaz et al. 2021;

Ogden a Melby 2009). Na rod Porcisia se zamétim v kapitole 2.6.
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Obr. 1 — Dendrogram rodu podceledi Leishmaniinae
(Espinosa et al. 2016)

2.2 Rod Leishmania a jeho Zivotni cyklus

Rod Leishmania byl pojmenovan podle skotského patologa Williama Leishmana, ktery objevil
parazita ve slezin¢ vojaka, ktery zemfel na kachexii a splenomegalii. Nezavisle na ném irsky lékar
Charles Donovan nalezl stejného parazita ve slezinach pacient s onemocnénim kala-azar. Rod byl
popséan v roce 1903 (Handman, 1999; Steverding, 2017).

Tento rod zahrnuje pfiblizné¢ 50 druhti, z nichz 20 zplsobuje lidskd onemocnéni.
Leishmanidza je vyznamna, i kdyz opomijena choroba, jez postihovala lidi po tisicileti (Barrat et al.
2017). Paraziti infikuji i dal§i druhy savci (a podrod Sauroleishmania i plazy) a zplUsobuji rizné
formy tohoto onemocnéni. Pienasi je krevsajici flebotomové (pfipadné tiplici) a infekce se projevuje
fadou klinickych ptiznaki od nejméné zavaznych koznich 1ézi pies destruktivni kozné-slizni¢ni
formu leishmaniézy az po fatalni selhani vnitfnich organt (Brushi a Gradoni 2018, Butenko et al.
2019; Pothirat et al. 2014). Leishmaniéza je rozsitena hlavné v tropickych a subtropickych oblastech,
ale i na jihu mirného pasma, a to v 98 zemich Evropy, Afriky, Asie a Ameriky. Vice nez 90 % novych
ptipadu se vsak vyskytuje v pouhych 13 zemich svéta (Afghanistan, Alzirsko, Bangladés, Bolivie,
Brazilie, Kolumbie, Etiopie, Indie, fran, Peru, Jizni Sudan, Sudan a Syrie) (Alvar et al. 2012).

V soucasné dobé, jak jiz bylo zminéno v pfedchozi kapitole, je rod Leishmania rozdélen na
Ctyti podrody: Leishmania a Viannia, jez maji sav¢i hostele, podrod Sauroleishmania, coz jsou
paraziti plazd, a jako Ctvrty byl v roce 2016 ustanoven podrod Mundinia (Espinosa et al. 2016),
kterému se budu vénovat ve zvlastni kapitole.

Leishmanie se pfenaseji sanim infikovanych samic flebotomi, které injikuji do ktize savciho
hostitele metacyklické promastigoty. V savéim hostiteli je vyvoj parazita ve srovnani s vyvojem v
pfenaseci pomérn¢ uniformni v tom smyslu, Ze zde tvoii jediné morfologické stadium, bezbicikaté

amastigoty. Velkou vyzvou, se kterou se leishmanie v hostiteli setkavaji, je potfeba uniknout



imunitni odpovédi hostitele. Zatimco imunitni systém ma ustfedni Glohu v obrané hostitele proti
mnoha mikroorganismim, patogenni organismy vyvinuli mechanismy, jak se mu vyhnout a v
nekterych ptipadech, jako je pravé Leishmania, ho 1 vyuzit (Handman, 1999; Podinovskaia a
Descoteaux 2015). Leishmanie infikuji tzv. profesionalni fagocyty (neutrofily, monocyty a
makrofidgy) i dendritické buniky a fibroblasty. Hlavni hostitelskou buiikou je makrofag, ktery
leishmanie v podstaté predélavaji ke svym vlastnim potiebam, pfezivaji a mnozi se v tzv.
fagolysosomech, po prasknuti buniky se pak $iti dal do dalSich neinfikovanych bunék. Po celou dobu
zivotniho cyklu v hostiteli zdstavaji leishmanie ve form¢& amastigotli. Infikované monocyty a
makrofagy cirkuluji v periferni krvi a infiltruji kiizi, odkud jsou naséty spole¢né s krvi ptenaseCem
(Steverding, 2017).

V prenaSeci probiha vyvoj leishmanii extracelularné v trdvicim traktu a stfida se tu vice
bicikatych morfologickych forem — promastigotd. Podle zplsobu vyvoje ve stievé flebotomut
muzeme rozlisit tfi skupiny leishmanii. Suprapylaridlni vyvoj podrodu Leishmania probihd ve
stomodeu (foregut) a mesenteronu (midgut), zatimco zastupci podrodu Viannia se kromé toho
vyvijeji 1 v zadnim stfevé (hindgut, proktodeum), kde se paraziti pfichytavaji ke stén¢ pyloru a v
mensi mife k ileu. Tento typ vyvoje se oznacuje jako peripylarialni (Lainson a Shaw 1987). U téchto
dvou podrodii pak dochazi k ptenosu inokulaci leishmanii pfi sani vektora. Hypopylarialni vyvoj je
charakteristicky pro podrod Sauroleishmania, parazity plazt, a vyznacuje se vyvojem v zadni ¢asti
stieva, kdy k prenosu dochazi pozienim infikovaného pienasece nebo kontaminativné (Lainson a
Shaw 1987). U podrodu Sauroleishmania ale najdeme i peripylarialni typ vyvoje (Ticha et al. 2021).
Protoze vétSina medicinsky vyznamnych patogenti patii mezi druhy se suprapylarialnim vyvojem, je
nejlépe prostudovany, a zvolila jsem ho tedy pro podrobnéjsi popis v této praci.

Jakmile se amastigoti leishmanii ocitnou v pfenaseci, zmeéna prostiedi indukuje nastup
metabolickych zmén, které vedou k preméné bezbicikatych amastigotl na bicikaté promastigoty
(Handman, 1999). V pfenaseci pak rozliSujeme nékolik odlisnych forem promastigotti. Nejprve se
objevuji procykli¢ti promastigoti, kteti se déli v endoperitrofickém prostoru, tedy v nasaté krvi
obklopené peritrofickou matrix, coz je obal tvofeny chitinovou miizkou obalenou proteiny a
glykoproteiny, ktery je vyluCovan stfevnimi buitkami (Kamhawi, 2006; Ramalho-Ortigao, 2010;
Dostalova a Volf 2012). Po né€kolika dnech se procykli¢ti promastigoti pfeménuji na nedélici se
nektomonady, které unikaji z rozpadajici se peritrofické matrix a ptichytavaji se k mikrovillim
stieva, aby nedos$lo k jejich vydefekovani. Tyto formy se poté méni v dé€lici se leptomonadni
promastigoty, dochazi k anteriorni migraci a z leptomonad vznikaji jednak haptomonady, které se
prichytavaji k vystelce stomodealni valvy a blokuji tento svérac pii sani flebotoma, a jednak ned¢lici
se metacykliCti promastigoti pfipraveni k pfenosu do savciho hostitele. Leptomonady navic vylucuji
chitindzy, které porusuji chitinézni vystelku stomodealni valvy a produkuji i tzv. promastigote
secretory gel — PSG (Rogers et al. 2002), ktery tvoii gelovou zatku, ktera omezuje pfitok krve do
mesenteronu. Masa leishmanii obklopend PSG a nefunkcénost stomodealni valvy dohromady
vytvareji tzv. “blocked fly” mechanismus, kvuli kterému pienase¢ nemlze normalné sat krev a
paraziti jsou regurgitovani do obratlovciho hostitele (Ramalho-Ortigao et al. 2010).

Na rozvoj infekce v hostiteli maji vyrazny imunomodulacni efekt rizné slozky inokula, které
se dostavaji do hostitele pfi sani infikovaného flebotoma, predevsim jeho sliny, ale také jeho stievni

mikrobiota a exosomy a PSG gel produkovany leishmaniemi v jeho stfevé (Serafim et al. 2021). V



hostiteli sliny aktivuji komplement a funguji jako chemoatraktanty pro monocyty, makrofagy a
neutrofily (Abdeladhim et al. 2014). Exosomy obsahuji naptiklad proteazu gp63, ktera $tépi aktivni
slozku komplementu C3b na neaktivni iC3b a rovnéz maji vliv na rozvoj infekce (Atayde et al. 2015).
V posledni dobé¢ se ukazuje, Ze na vyvoj leishmanii v pfenase¢i ma vyznamny vliv také opakované
sani flebotoma, protoze ve stievé potom dochézi k dediferenciaci metacyklickych stadii na tzv.
retroleptomonadni promastigoty v procesu zvaném reverzni metacyklogeneze. Jednim z klicovych
znakt této nove popsané vyvojové formy je jejich schopnost se opét mnozit, coz vede k vyznamnému
vzristu po¢tu promastigotli a predevsim metacykli ve stfevech flebotomu a nésledné silnéjSimu
projevu infekce u hostitele (Serafim et al. 2018).

Vyvoj v prenaseci Vyvoj v hostiteli

makrofag

Vstup promastigotd
Pijem krve prenaseiem 7 do makrofagl
spoleéné s infikovanymi y
makrofigy obsahujicimi
amastigoty

Sani infikovaného prenasece a inokulace —p
promastigott do kize hostitele

amastigoti

Transformace
. promastigotd

Unik z parazitovanych
makrofagil ve stfevé
prenageée

parazitované

Transformace amastigotii
na promastigoty

MnoZeni amastigotil v

! riznych arganech

Obr. 2 — Zivotni cyklus leishmanii

Transformace promastigoti na
infekéni metacyklické formy

(pfevzato a upraveno podle Lipoldova a Demant 2006)

2.3 Prenaseci leishmanii

Hlavnimi pfenaseci leishmanii jsou flebotomové, hematofagni hmyz z fadu Diptera a celedi
Psychodidae. Leishmanie jsou pfenaseny sanim nakazenych samic. Mezi vice nez 800 popsanymi
druhy flebotomil je 98 prokazanych nebo predpokladanych prenasect lidskych leishmani6z; mezi
n¢Z patti 42 druhl rodu Phlebotomus ve Starém svét€ a 56 druhl rodu Lutzomyia v Novém svété
(Maroli et al. 2012). Dal§im vyznamnym rodem flebotom je rod Sergentomya, Siroce se vyskytujici
ve Starém svéte a prednostné sajici na studenokrevnych obratlovcich. O jejich zapojeni do prenosu
leishmanii ale zatim chybi definitivni dikazy (Maia a Depaquit 2016). Mén¢ vyznamnymi cestami
ptrenosu leishmanii jsou: pohlavni pfenos, pfenos z matky na plod, infekce krevni transfuzi, ¢i pfenos
jehlou mezi uzivateli drog.

DNA leishmanii byla nalezena v riznych krevsajicich bezobratlych, avsak jen samotny nalez
DNA (typicky pomoci metody PCR) neznamend, Ze se v pfenaseCi parazit mnozi a je schopen
dokonc¢it vyvoj. Pro oznafeni ¢lenovce jako biologického prenaseCe leishmanidézy by mélo byt
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splnéno nékolik dalezitych kritérii (Killick Kendrick, 1999; Maia a Depaquit 2016; Maroli et al.
2012; Ready, 2013):

1) Vektor musi byt pfitahovan lidmi a sat na nich a/nebo na rezervodrovém hostiteli.

2) Vektor musi byt pfitomen ve stejném prostedi (biotopu) jako rezervoarovy hostitel a musi
byt mezi nimi silné ekologicka asociace, véetné sezonnosti vyskytu.

3) Promastigoti musi byt opakovan¢ izolovani z jednoznacné identifikovanych volné Zijicich
potencialnich pfenaSect, ktefi neobsahuji Cerstvé zbytky krve.

4) 'V thorakalnim mesenteronu a v oblasti stomodealni valvy pfenasSece musi byt pozorovany
infek¢ni formy nebo silné infekce, a to u pfirozené infikovanych volné Zijicich pfenaseci
nebo jedincti chovanych v laboratornich podminkach.

5) Vektor musi byt schopen pfenést parazity pii sdni na rezervoarovém hostiteli, coz musi byt
dokézano v laboratornich podminkach.

6) Matematické modelovani musi prokazat pfi pouziti retrospektivnich dat, ze vektor je
nezbytny pro udrZeni pfenosu parazita.

7) Paraziti z voln€¢ odchycenych pfenaseci musi byt totozni s parazity izolovanymi
z rezervoarového hostitele (porovnanim izolatl za pouziti izoenzymul nebo DNA).

8) Matematické modelovani musi prokazat, ze vyskyt onemocnéni vyznamné klesa po

vyznamném poklesu hustoty konkrétniho prenasece.

V poslednich letech pribyva faktd naznacujicich, ze flebotomové nemusi byt jedinou
skupinou hmyzu, kterd mtze leishmanie prenaset. Naptiklad existuji i oblasti, kde je psi leishmanioza
endemicka, ale flebotomové tam nebyli nalezeni (Dantas-Torres et al. 2010a). Jako potencionalni
(tzv. alternativni) pfenasSeCi leishmanii jsou nejcast€ji zminovani a testovani tiplici (Diptera:
Ceratopogonidae), ale i dal$i hematofagni ¢lenovci, jako blechy a klistata.

Prace Coutinha a Linardiho (2007) informovala o detekci DNA leishmanii u blech
Ctenocephalides felis sebranych ze pst vykazujicich pfiznaky leishmanidzy. Byly provedeny i
uspésné experimentalni peroralni infekce kieCki maceratem nakazenych blech. Poté v roce 2009
vysla dalsi metodicky podobna studie, popisujici ptitomnost DNA Leishmania infantum v blechach
C. felis nasatych na nemocnych psech, v kombinaci s detekci DNA u kieckd infikovanych
intraperitonealné blechami sebranymi z nakazenych pst (Ferreira et al. 2009). Vysledky obou téchto
studii ale pouze naznacuji, Ze leishmanie po né€jakou dobu piezivaji v blechach. Neposkytuji vSak
zadné dalsi dikazy o tom, ze se blechy podileji na pfirozeném ptenosu parazita (Otranto a Dantas-
Torres 2010).

Coutinho et al. (2005) prokazali, Ze macerat klistat Rhipicephalus sanguineus infikovanym
sanim na nemocnych psech vyvola infekci experimentalniho hostitele, kiecka. Autofi ovSem
neprokazali, Ze nasati amastigoti by v klistatech byli schopni vyvoje a transformace na metacyklicka
stadia. Studie z roku 2010 informovala o detekci kinetoplastové DNA (kDNA) L. infantum ve
slinnych zlazach klistéte R. sanguineus. Avsak zda se leishmanie mohou dostat do slinnych zlaz
klistat prostfednictvim hemolymfy nebo zda se tam paraziti dostanou, kdyz klisté saje na
infikovaném psovi, zlistava nejasné (Dantas-Torres, 2010a). Dal§im zajimavym zjisténim bylo, Ze
leishmanie v klistatech jsou schopné se prenaset i transovarialng, jak potvrdila studie Dantas-Torres

et al. (2010b). Kratce poté Colombo et al. (2011) prokazali, Ze leishmanie v klis§tatech R. sanguineus



piezivaji ekdyzi. V jiné pozd¢jsi studii bylo zkoumano pies sto dospélych klistat R. sanguineus
odebranych pfiblizné¢ ¢tyficeti psim zijicim v endemickych oblastech psi leishmaniézy. Tato studie
prokazala vysokou prevalenci DNA L. infantum u tohoto druhu klist’at (Solano-Gallego et al. 2012).
Tyto vysledky studii jsou zajimavé, avSak stale neprokazuji vektorovou kompetenci klistat pro
leishmanie.

Prvni zminky o tiplicich, jakoZto potencionalnich pfenasecich leishmanii, pochazi jiz z roku
1925, kdy Christophers a kol. ve své studii zkoumali tipliky druhu Culicoides macrostoma, které
nechavali sat na pacientech infikovanych Leishmania donovani. Vypitvani tiplici v§ak byli negativni,
zatimco 25 % samic flebotomt druhu Phlebotomus argentipes vyslo pozitivné (Christophers et al.
1925). Z toho diivodu se na dlouhou dobu od tématu tiplikd jakozto moznych pienasect leishmanii
upustilo a znovu se zacalo objevovat az zacitkem tohoto stoleti. V roce 2011 byly zvefejnény
vysledky terénniho vyzkumu v Australii svéd¢ici o tom, Ze tiplici rodu Forcipomyia by mohli byt
potencialnimi vektory Leishmania macropodum mezi klokany ¢ervenymi (Macropus rufus) (Dougal
etal. 2011).

V laboratorni studii z roku 2015 byly samice tipliki druhu Culicoides nubeculosus a
Culicoides sonorensis a samice flebotoma druhu Lutzomyia longipalpis experimentalné infikovany
Leishmania enriettii a Leishmania macropodum. V Lu. longipalpis se oba druhy leishmanii vyvijely
relativné Spatné. C. nubeculosus nebyl vibec nachylny k infekci parazitem, ale v Culicoides
sonorensis byly pozorovany zralé infekce s kolonizaci stomodealni valvy (Seblova et al. 2015). Dalsi
studie z roku 2019 ukazala, Ze také Leishmania orientalis se Spatné vyviji v Lu. longipalpis, avsak u
infikovanych tipliki C. sonorensis byla pozorovana kolonizace stomodedlni valvy a pfitomnost
metacyklickych promastigoti (Chanmol et al. 2019). Nedavno pak Becvar et al. (2021) provedli
studii, v niz byly infikovany druhy flebotomt, jez sdileji oblast rozsifeni se ¢tyfmi druhy podrodu
Mundinia. Brazilsky druh Lutzomyia migonei byl infikovan L. enriettii, subsaharsky Phlebotomus
duboscqi druhem L. sp. z Ghany a jihoasijsky Phlebotomus argentipes druhy Leishmania
martiniquensis a L. orientalis. Pro infekce L. macropodum byl zvolen permisivni druh Lu. migonei.
A zaroven byl u vSech péti druhti podrodu Mundinia (8 kmeni) testovan vyvoj v tiplicich C.
sonorensis. U tipliki C. sonorensis byla pozorovana vyrazn€ vyssi procenta infekci v porovnani s
flebotomy. Desaty den po infekénim sani prevladaly té¢zké infekce (vice nez 1000 parazitl ve stieve)
a stomodedlni valva byla kolonizovana témét u vSech infikovanych samic. Nejvyssi podil samic C.
sonorensis s tézkymi infekcemi véetné uspé$né kolonizace stomodealni valvy byl zjistén u L.
orientalis, L. martiniquensis kmene Cu2 a ghanského druhu, zahrnujicich u prvnich dvou kment vice
nez 60 % vsech pitvanych samic. U téchto kmend bylo rovnéZ pozorovano nejvys$si zastoupeni
metacyklickych forem (5 % a 10 %). Naopak nizky podil metacyklickych forem (maximalné 3 %)
byl pozorovan u infekci flebotomi. Jelikoz tii druhy mundinii byly také Gspésné experimentalné
preneseny sanim tiplikdi na hostitele (BALB/c mys), byla prokadzana kompetence tiplik pfenaset

leishmanie podrodu Mundinia (Be¢var et al. 2021).

2.4 Patologie a rozsireni leishmaniozy

Dnes Zije vice nez miliarda lidi v endemickych oblastech leishmani6zy. Mezi hlavni rizikové faktory
patii dodnes vSude ve svété chudoba, podvyziva, migrace obyvatelstva, valecné konflikty a

klimatické zmény. Zmény teploty, srazek a vlhkosti maji vyznamny vliv na vektory i rezervoarové
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hostitele, coz mize umoznit pfenos parazita i v oblastech, které difive nebyly pro tuto chorobu
endemické (WHO, 2022).

Vzhledem k tomu, ze makrofagy jsou ptitomny v nejriznéjSich tkanich t€la hostitele, maji
paraziti velky potencial Sifeni a mohou poskozovat rizné télesné funkce. V dermis zplsobuji koZni
formu onemocnéni, kterd muze byt lokalizovana nebo difuzni (Lipoldova a Demant 2006).
Projevuje se koznimi lézemi, predevsim viedy, na exponovanych ¢astech téla, jako je oblicej, ruce a
nohy. Kdyz se viedy hoji, zanechéavaji po sob¢ trvalé jizvy, coz mtize vést ke stigmatizaci, zejména
u zen a divek (WHO, 2022). V Jizni Americe se pfed Sedesatymi lety minulého stoleti kozni forma
leishmani6ézy nachizela predev$im v zalesnénych oblastech a tradicné se vazala na lovecké,
drevorubecké a dulni ¢innosti (Maroli et al. 2012). Také proto bylo toto onemocnéni v Mexiku znamo
jako ,,ulcera de los chicleros* (vied u sbéract ,,chicle®, gumového latexu z lesniho stromu Manilkara
zapota) a jako ,.guerrilla sore” ve Venezuele a Kolumbii. V roce 2020 se vice nez 85 % novych
ptipadd vyskytlo v deseti zemich: v Afghdnistanu, Alzirsku, Brazilii, Kolumbii, Irdku, Libyi,
Pakistanu, Peru, Syrské arabské republice a Tunisku. Odhaduje se, Ze na celém svéte se ro¢né
vyskytne 600 000 az 1 milion novych ptipadi (WHO, 2022).

Dalsi formou onemocnéni je mukokutanni leishmaniéza, ktera zpocatku zpusobuje
podobné kozni viedy jako kozni forma, které se sice hoji, ale nasledné se 1éze znovu objevuji ve
sliznici nosu, Ustni dutiny, krku a okolnich tkanich. Ty jsou ¢asto doprovazeny sekundarnimi
infekcemi a masivni destrukci sliznic a chrupavek (Handman, 1999; WHO, 2022). Tato forma
zdravotniho postizeni mtze také vést k socialnimu vylouceni a vyskytuje se hlavné v Bolivii, Brazilii,
Etiopii a Peru (WHO, 2022).

Metastatické Sifeni infekce do sleziny a jater vede k visceralni leishmani6ze (znamé v Indii
napiiklad do lymfatickych uzlin, kostnich bunék a plic a ve vzacnych piipadech i do mozku
(Lipoldova a Demant 2006). Onemocnéni se vyznacuje nepravidelnymi zachvaty horecky, vyraznym
ubytkem télesné hmotnosti, otokem sleziny a jater a zdvaznou anémii. Pokud neni onemocnéni
1é¢eno, mize byt umrtnost do 2 let az 100 %. Nejvice ptipadi se vyskytuje v Brazilii, vychodni
Africe a v Indii. Odhaduje se, Ze celosvétove se rocné vyskytne 50 000 az 90 000 novych ptipadt. V
roce 2020 se vice neZ 90 % novych piipadil hlasenych WHO vyskytlo v deseti zemich: Brazilii, Cing,
Etiopii, Eritrei, Indii, Keni, Somalsku, Jiznim Sudanu, Stidanu a Jemenu (WHO, 2022).

Post-kala-azar dermalni leishmani6za se obvykle vyskytuje u pacientt, kteti se zotavili z
viscerdlni leishmaniozy zptsobené Leishmania donovani. Je pozorovana ve vychodni Africe i na
Indickém poloostrové. Vyznacuje se makularni vyrazkou v kombinaci s makulopapularni nebo
nodularni vyradzkou. Obvykle se objevuje 6 mésicti az n€kolik let po zdanlivém vyléceni visceralni
leishmani6zy, ale mize se objevit diive nebo dokonce soucasné s ni. Ve vétsiné pripadi se vyrazka
spontanné vyhoji. U pacientli se posléze vyvine imunita podobné vyléCenym pacientiim s visceralni
formou leishmaniozy (Zijlstra, 2016).

Zpasob patologie zavisi jak na druhu leishmanie, tak na genotypu a imunitnim stavu
hostitele, je ovliviiovan i slinami pfenasece i dal§imi faktory. Rtizné druhy leishmanii tedy vyvolavaji
odli$né symptomy, ale i pacienti, ktefi jsou infikovani stejnym druhem, mohou mit rizné symptomy

a mohou se lisit v odpovédi na 1é¢bu (Lipoldova a Demant 2006).
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U vétsiny lidi, ktefi se parazitem nakazi, se ovSem b&hem Zivota neobjevi zadné pfiznaky. Pojem
leishmani6za proto oznacuje stav, kdy ¢loveék onemocni v disledku infekce, nikoli stav, kdy je
parazitem infikovan (WHO, 2022).

2.5 Podrod Mundinia

Mundinia je nejnovéji popsanym podrodem rodu Leishmania (Espinosa et al. 2016), ktery zahrnuje
druhy dfive znamé jako komplex Leishmania enriettii. V soucasnosti se podrod Mundinia sklada z 5
druhtl, jejichz zemépisné rozsifeni pokryva vSechny kontinenty kromé Antarktidy. V této skupiné
nalezneme jak lidské patogeny — Leishmania orientalis, Leishmania martiniquensis a doposud
nepojmenovany druh z Ghany, tak druhy nepatogenni pro cloveka, konkrétné Leishmania enriettii a
Leishmania macropodum, jez jsou parazity divokych savct (Espinosa et al. 2016; Paranaiba et al.
2018).

Leishmania enriettii je dlouho zndmy parazit popsany jiz ve Ctyficatych letech minulého
stoleti, ktery byl plivodné fazen do komplexu Leishmania mexicana (Lainson a Shaw 1987). Az po
popisu a zahrnuti L. martiniquensis do molekuladrné fylogenetickych analyz byly L. enriettii a L.
martiniquensis zatrazeny do spole¢né samostatné skupiny (Noyes et al. 2002). Studie cytochromu b,
kédovaného v mitochondridlnim genomu a hojné vyuzivaného pro fylogenetické studie, pak
potvrdily jedine¢nost skupiny parazitl kolem L. enriettii a doslo k vytvoreni tzv. komplexu L.
enriettii (Asato et al. 2009). VSech pét druhit podrodu Mundinia bylo do fylogenetické analyzy
zafazeno ve studii Kwakye-Nuako et al. 2015. V roce 2016 byl tomuto komplexu pfifazen status
podrodu v ramci rodu Leishmania na zaklad€ analyzy gent pro Hsp70 a gGPDH (Espinosa et al.
2016).

Podle vsSech fylogenetickych studii predstavuji druhy podrodu Mundinia nejstarsi a
nejriznorodé€jsi skupinu v ramci rodu Leishmania. Ptitomnost tohoto podrodu na riznych
kontinentech je s nejvetsi pravdépodobnosti odrazem toho, Ze se tato starobyléa skupina vyvinula jesté
pfed rozpadem Gondwany (Barrat et al. 2017).

Mnoho dulezitych udaji ohledné biologie téchto paraziti neni zatim dostatecné znamo. O
rezervoarovych hostitelich jakéhokoliv druhu podrodu Mundinia je dosud znamo velmi malo
informaci. Rovnéz identita hmyzich vektord, zodpovédnych za jejich ptenos, dosud nebyla jasné
potvrzena pro zadny druh. Pfedpokladalo se, zZe tito paraziti, podobné¢ jako ostatni leishmanie, budou
pfenaseni flebotomy (Diptera: Phlebotominae) rodu Phlebotomus nebo Sergentomyia ve Starém
svete Ci Lutzomyia v Novém svéte, jak je tomu u jinych zndmych druhi leishmanii. AvSak nasledné
se ukazalo, Ze situace mize byt zajimavéjsi. V roce 2004 byl v Australii poprvé popsan vyskyt
leishmani6ézy (Rose et al. 2004). Dalsi terénni vyzkum pak odhalil pfitomnost Leishmania
macropodum u 6 % tipliki rodu Forcipomyia (Diptera: Ceratopogonidae), zatimco vSichni
odchyceni flebotomové byli negativni. Byly provedené i pitvy, pifi kterych byla mikroskopicky
prokazana ptitomnost metacyklickych stadii a kolonizace stomodealni valvy tiplikd (Dougal et al.
2011). Nasledné laboratorni experimenty odhalily vnimavost tiplikti C. sonorensis k L. enriettii, L.
macropodum (Seblova et al. 2015) a L. orientalis (Chanmol et al. 2019) nac¢ez Bec¢var et al. (2021)
definitivné prokazali, Ze vSechny druhy podrodu Mundinia se vyvijeji v tiplicich C. sonorensis 1épe
nez v ruznych druzich flebotomt a tfi druhy byly pfeneseny sanim tipliki na sav¢iho hostitele. Z

toho vyplyva, Ze zastupci podrodu Mundinia mohou byt pfendSeni nikoliv pouze flebotomy, jako je
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tomu u jinych druhid leishmanii, ale i tipliky. Skute¢nost, Ze tyto druhy nemusi byt vazany na

flebotomy, mohla vysvétlit jejich Siroké geografické rozsiteni (Barrat et al. 2017).

2.5.1 Leishmania enriettii

Jedna se o prvni popsany druh v ramci podrodu Mundinia, ktery byl poprvé izolovan z kiize domacich
morcat (Cavia porcellus) ve staté¢ Parand v Brazilii v roce 1948 (Muniz a Medina 1948). Nejde o
lidsky patogen, nasledné byl opakované izolovan v riznych lokalitich v Brazilii opét pouze z
domacich morcat (Machado et al. 1994; Luz et al. 1967) a je zajimavé, Ze jednotlivé piipady byly
oddéleny dlouhymi casovymi intervaly, a¢ morcata jsou oblibenymi domacimi mazlicky a podle
nekolika experimentélnich studii jsou velmi nachylna k infekci (Be¢vat et al. 2020; Seblova et al.
2015). Tyto sporadické infekce morcat byly charakterizovany vyskytem koznich 1ézi na usich, nose,
chodidlech a varlatech (Machado et al. 1994). Jejich vzacny vyskyt mize mit dvé rizna vysvétleni.
Zaprvé, prevalence infekce je ve skuteCnosti mnohem vyssi, ale majitelé infikovanych morcat je
neberou k veterinarnim kontroldm, proto nejsou paraziti detekovani. Nebo jsou morcata pouze
nahodnymi hostiteli a rezervoarovi hostitelé (a primarni hmyzi vektofi) nejsou pfitomni v tésné
blizkosti domacnosti. V tomto piipadé mohou byt doCasné zapojeni sekundarni vektofi a/nebo
hostitelé do pfenosu na domaci lokality a domaci morcata (Bec¢var et al. 2020).

Vyvoj L. enriettii byl také testovan na modelu kieckt zlatych (Mesocricetus auratus), kde
byly infekce charakteristické vyvojem do¢asnych 1ézi v misté inokulace a jejich naslednym hojenim
(Loria-Cervera a Andrade-Narvaez 2014). Pii pokusech s divokymi morcaty (Cavia aperea), makaky
rhesus a psy pak zadna zvifata nevykazovala znamky infekce, takze domaci morcata zlstavaji v
soucasnosti nejlep$im laboratornim modelem pro L. enriettii (Becvar et al. 2020).

Identita pfenasec, stejné jako rezervoarovych hostitelil, zistavd doposud zahadou. V roce
1967 byl zaznamenan opétovny vyskyt spontannich leishmani6éz morcat zptisobenych L. enriettii ve
staté Parana a zkoumaly se mozné populace vektora v blizkosti vyskytu, kde v odchytech prevladala
Lutzomyia monticola. Nasledné bylo deset exemplaii Lu. monticola nechano nasat na lézich
nakazeného morcete. 1 kdyZz Sest z nich prodélalo té€zké promastigotni infekce, paraziti v
laboratornich podminkach nevyvolali infekci v kiizi laboratorniho morcete (Machado et al. 1994;
Lainson, 1997). Ve studiich z let 2015 a 2020 byl pozorovan pomérn€ uspésny vyvoj L. enriettii
v tiplicich druhu C. sonorensis (Becvar et al. 2020; Seblova et al. 2015). Tyto laboratorni
experimenty naznacuji, zZe tito paraziti mohou byt pfenasSeni i jinymi vektory nez flebotomy.

Objev L. enriettii byl vyznamny i1 z hlediska vyzkumu leishmanii a leishmanidzy. Diky
bujnému ristu amastigotli v kiizi morcat a snadnému péstovani promastigoti v jednoduchych
médiich s krevnim agarem se tento pro ¢loveéka nepatogenni parazit brzy stal oblibenym modelem
imunologii, biochemikii a molekularnich biologli po celém svété a oblibenym predmétem
chemoterapeutickych studii. Nemén¢ dulezité vsak bylo, Ze tento objev zna¢né posilil rostouci viru,
ze u volné zijicich ¢i domacich zvirat nejenze muze cizopasit mnoho dosud nepopsanych druhti
leishmanii, ale ze velka vétSina lidskych leishmanii jsou zoondzy, kdy riizné druhy zvifat pisobi jako
zdroj leishmanii, které¢ jsou zodpovédné za tyto lidské choroby (Lainson, 1997; Rosa et al. 2020).
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2.5.2 Leishmania martiniquensis

V roce 1995 byla vydéana studie Dedet et al. (1995), ktera uvadi ptitomnost neobvyklého zastupce
trypanosomatid izolovaného z HIV pozitivniho pacienta s difuzni kozni formou leishmaniézy na
karibském ostrové Martinik. Pivodné se mélo za to, Ze jde o zastupce monoxennich trypanosomatid,
ale po letech nasledna fylogenetickd analyza prokazala, Ze patfi do rodu Leishmania a tfadi se k
tehdej$imu komplexu L. enriettii (Barrat et al. 2017; Espinosa et al. 2016). V roce 1997 byl nalezeny
stejny parazit u imunokompetentniho pacienta opét na ostrové Martinik. Muz mél kozni 1ézi na
pravém oboci. Zpocatku papuldzni, nasledné ulcerujici 1éze vyustila v malou jizvu. Boisseeau-
Garsaud et al. (2000) z toho vyvodili, Ze u imunokompromitované¢ho pacienta zplisobuje L.
martiniquensis difuzni kozni infekei, zatimco u imunokompetentniho pacienta pouze lokalizovanou
kozni 1ézi (Boisseau-Garsaud et al. 2000). Nasledné byl tento druh leishmanie nachazen na dalSich
mistech a podle nedavnych zjisténi méa témeét celosvétovou distribuci s jednim ¢i vice pfipady
hlasenymi z riiznych kontinent (Miiller et al. 2009; Lobsiger et al. 2010; Reuss et al. 2012; Pothirat
et al. 2014). V roce 2014 tento druh ziskal nazev Leishmania martiniquensis podle mista, na némz
byl prvné izolovan (Desbois et al. 2014).

Tento parazit je znamy také z Thajska, kde od roku 1996 bylo hldseno nékolik lidskych

pripadd, vétsinou se jednalo o visceralni a diseminovanou formu leishmaniézy (Intakhan et al. 2020;
Pothirat et al. 2014), pficemz pivodné byly tyto leishmanie nespravné identifikované jako
“Leishmania siamensis” (Pothirat et al. 2014). Krom¢ toho byli vSak tito parazité izolovani i z jinych
savcich hostiteld, jako jsou kon¢ a kravy. Autochtonni ptipady kozni leishmaniézy byly hlaSeny u
koni z Floridy (Reuss et al. 2012). Dalsi ptipady kozni leishmani6ézy u koni byly popsany v Némecku
a Svycarsku a u skotu ve Svycarsku (Miiller et al. 2009; Lobsiger et al. 2010). Dale byly také hlageny
nélezy z koni i v Cesku a Rakousku, ty viak doposud nebyly publikovany.
Soucasné geografické rozsifeni L. martiniquensis muze souviset s lidskymi Cinnostmi, jako je
mezinarodni pfeprava a obchod, spojeny s $ifenim moznych rezervoarovych druhti zvirat (Barrat et
al. 2017). Identita rezervoarovych zvirat zistava zahadou a rovnéz tak prenaSeci. DNA byla nalezena
ve flebotomech rodu Sergentomyia - S. gemmea a S. barraudi (Kanjanopas et al. 2013; Chusri et al.
2014; Leelayoova et al. 2017). Avsak samotna DNA zjisténa metodou PCR jesté nedokazuje, Ze se
jedna skutecné o prenasece. Prenaseci mohou byt s velkou pravdépodobnosti tiplici, protoze Becvar
et al. v roce 2021 prokazali laboratorni ptenos L. martiniquensis tipliky C. sonorensis (Be¢var et al.
2021).

2.5.3 Leishmania macropodum

Australie byla povazovana za prostou leishmanii az do objevu L. macropodum v roce 2004, jediného
druhu rodu Leishmania, vyskytujiciho se na tomto kontinenté. Tento prvni vyskyt byl zaznamenan u
klokant rudych (Macropus rufiss) chovanych v zajeti v severni ¢asti kontinentu, u nichz zptisoboval
kozni formu leishmanidzy (Rose et al. 2004). V roce 2009 byly hlaseny infekce L. macropodum u tii
dalsich druht australskych klokant chovanych v zajeti: Macropus robustus woodwardi, Macropus
bernardus, Macropus agilis agilis. Kozni 1éze byly lokalizovany na ocase, vnitinim ptedlokti,
zadnich nohou a usich. Zavaznost a pocet 1ézi se u postizenych jedincu lisily. Je zajimavé, Ze na
kloace byly u dvou zvifat pozorovany rovnéz 1éze, coz svéd¢i o mozné slizni¢ni infekci (Dougal et
al. 2009).
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Pfi terénnim vyzkumu zaméfeném na hledani pfenasece byli odchyceni flebotomové
identifikovani na trovni druhu a byli testovani na leishmaniovu DNA pomoci kvantitativni real-time
PCR. Zatimco vSichni odchyceni flebotomové byli negativni, zkoumani alternativnich vektorii
ptineslo ptekvapivé vysledky. U tiplikd rodu Forcipomyia (podrodu Lasiohelea) byla prevalence
DNA leishmanii az 15 %, u nékterych jedincii v silnych infekcich. Pfi pitvach stfev byl vyskyt
promastigotti véetné¢ metacyklickych infekénich stadii potvrzen mikroskopicky, byla pozorovana i
kolonizace stomodeélni valvy a materidl podobny PSG (Dougal et al. 2011). Tento parazit ziskal v
té dob€ nazev Leishmania ,, australiensis, toto oznaceni vSak nebylo nikdy formalné popsano v
souladu s Mezindrodnim kodexem zoologické nomenklatury, tim paddem tento ndzev nebyl
taxonomicky platny, jednalo se o nomen nudum a k formalnimu popisu doslo az v roce 2017 (Barrat
et al. 2017).

2.5.4 Leishmania orientalis

Leishmania orientalis, dtive chybné oznaCovana jako ,,Leishmania siamensis*, byla v minulosti
Casto zaménovana s L. martiniquensis (Pothirat et al. 2014). Pouziti nazvu ,,Leishmania siamensis‘
se poprvé objevilo v roce 2008, kdy ho Sukmee et al. pouzili pro sekvenci DNA potencialn€ nového
druhu, kterou vlozili do GenBank, a poté v roce 2009 v publikaci od autort Miiller et al. (2009); od
té doby byl tento nazev hojn€ pouzivan v literatufe, ackoliv je tento nazev taxonomicky neplatny
(nomen nudum) (Espinosa et al. 2016). V roce 2018 byl tento parazit jiz formaln¢ popsan a ziskal jiz
zminény nazev L. orientalis (Sukmee et al. 2008).

Jedné se o lidsky patogen zpusobujici v Thajsku jak kozni, tak visceralni leishmani6zu.
Studie z roku 2018 popisuje jak izolat L. orientalis z pacienta z thajské provincie Nan, u kterého byla
diagnostikovana prostd kozni leishmaniéza, tak rovnéz uvadi izolaty z pacientli infikovanych
zaroven virem HIV, ktefi byli postizeni diseminovanou kozni leishmaniézou, pficemz jeden z nich
mél také visceralni formu onemocnéni (Jariyapan et al. 2018).

Tento druh nebyl zatim izolovan ze zadnych druhti savcl kromé Clovéka a identita jejich
rezervoarovych hostitelll tim padem zlstava zahadou. Siripattanapipong et al. (2018) popisuji nalez
DNA ,,L. siamensis* z flebotoma Sergentomyia iyengari, coz naznacuje, ale nedokazuje, ze by tito
flebotomové mohli slouzit jako pfenaSeci. Byl v§ak prokazan velmi uspésny vyvoj této leishmanie v
tiplicich druhu C. sonorensis (Chanmol et al. 2019; Bec¢var et al. 2021) a také uspé$ny pienos timto
druhem tiplika na hostitele (Becvar et al. 2021).

2.5.5 Leishmania sp. z Ghany

Posledni znamy parazit podrodu Mundinia byl teprve nedavno, v roce 2015, identifikovan jako
pfic¢ina lidské kozni leishmaniézy v Ghan¢ (Kwakye-Nuako et al. 2015), avSak doposud nebyl
védecky pojmenovan.

V ghanské oblasti Volta je kozni leishmanidza vyznamnou, nové se objevujici chorobou s
vysokou prevalenci. Hlasené infekce se vyskytly hlavné v okrese Ho. Ziskala mistni ndzev
»agbamekanu“, coz znamena ,,darek od nékoho, kdo se vratil z cesty”, a odkazuje na mistni
pfesvédceni, ze ndkaza byla zavleCena ze sousedniho Toga (Kwakye-Nuako et al. 2015).

Neexistuji zatim pifimé dikazy o identité jejich pfirozenych rezervoarovych hostiteldl a
pfenasect (Sadlova et al. 2020). Bec¢var et al. (2021) experimentalné prokazali, ze tento druh se
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uspésné vyviji v tiplicich C. nubeculosus a podafilo se jim i parazita uspéS$né prenést na hostitele
(pomoci sani samic na BALB/c mysi). Je proto mozng, Ze tiplici se rovnéZ mohou podilet na ptenosu
ghanskych parazita.

Experimentalni infekce Arvicanthis niloticus a Mastomys natalensis, druhi hlodavci
ptitomnych v endemickych lokalitich, nepotvrdily ve studii z roku 2020 jejich hostitelskou
kompetenci pro tohoto parazita. Ackoliv leishmanie piezily v Mastomys natalensis i 20 tydnt a
rozsifily se do rtznych tkani, byly pfitomny pouze v malém mnozstvi a nebyly schopny nakazit
prenasece (Sadlova et al. 2020).

Spravné pochopeni epidemiologie tohoto druhu, vcetné zminéné identifikace pfenaSece a
rezervoarovych hostitelti, je dualezit¢ pro zvazeni vhodnych opatfeni na pomoc postizenym

onemocnénim agbamekanu (Kwakye-Nuako et al. 2015).

2.6 Porcisia

Rody Endotrypanum a Porcisia 1ze povazovat za nejblizsi fylogeneticky ptibuzné rodu Leishmania
(Espinosa et al. 2016; Albanaz et al. 2021). Rod Endotrypanum je omezen na Stfedni a Jizni Ameriku,
zahrnuje izolaty z lenochodi a je pienasen flebotomy. Rod Porcisia zahrnuje dva druhy, Porcisia
hertigi a Porcisia deanei, dtive oznacované jako komplex Leishmanie hertigi, které v tropickych
oblastech Ameriky ziji v dikobrazech celedi Erethizontidae (Espinosa et al. 2016).

Druh P. hertigi byl poprvé objeven v roce 1971 Aristidem Herrerem v dikobrazovi
Coendou rothschildi ve sttedni Panamé (C. rothschiledi je po taxonomické revizi pojmenovan jako
C. quichua, Voss et al. 2015), pozd¢ji byl detekovan i na Kostarice (Zeledon et al. 1977). Herrer
zjistil, ze 88 % dikobrazi, které vySetfoval, bylo nakazeno. Infekce byly vesmés asymptomatické, s
malym poctem amastigotl rozptylenych v pokozce i vnitinich organech.

V roce 1974 Leonidas Deane a jeho kolegové popsali pritomnost malého pocétu velkych
amastigotl ve slezin€ a jatrech dikobrazii C. prehensilis v obci José de Freitas ve stat¢ Piaui v Brazilii
(Deane et al. 1974). Parazit nebyl izolovan a taxonomicky popsan. Nasledné Lainson a Shaw (1977)
zkoumali 18 dikobrazli ve staté Pard v Brazilii a u 11 z nich izolovali parazity z klize a vnitfnosti.
Dv¢ zvitata byla C. prehensilis a vSechna ostatni byla z tehdy nepopsaného druhu rodu Coendou. V
jatrech a slezing jednoho zvitete byli nalezeni velci amastigoti, v malém poctu. Morfologické znaky
parazita presn¢ odpovidaly charakteristikaim amastigotd v dikobrazech v Piaui, uvadénym v praci
Deane et al. (1974). Slo tedy velmi pravdépodobné o stejného parazita. Vzhledem k morfologické a
biochemické odlisnosti od L. hertigi byl parazit pojmenovan Leishmania hertigi daenei a pozdéji
ziskal druhovy status jako Porcisia deanei (Lainson a Shaw 1989). Pozdé¢ji byl popsan z dikobrazi i
v jiné oblasti Brazilie (Silva et al. 2013) sice jako L. hertigi, ale jde velice pravdépodobné také o P.
deanei (Espinosa et al. 2016). Krom¢ druhti rodu Coendou dosud tento parazit nebyl nalezen u
zadného jiného savciho hostitele a jeho prenaSec zlstava neznamy (Lainson, 2010). Dosud jediny
nalez DNA rodu Porcisia v prenase¢i byl popsan nedavno, a to z flebotomt druhu Lutzomyia

autunesi ve staté Mato Grosso v Brazilii (Thies et al. 2018).
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3 Material a metodika

3.1 Slozeni pouzitych roztoku
Fyziologicky roztok: 150 mM NacCl

Redici roztok (pro poéitini leishmanii v Barkerové komiirce): 0,85% NaCl + 1% formaldehyd
(CH20)

Anestetika: 2% xylazin (Rometar, 25 mg/kg) + 10% ketamin (Narketan, 62 mg/kg) + sterilni
fyziologicky roztok

Médium pro kultivaci leishmanii: médium M199 (Sigma) + tepelné inaktivované 10% FCS (Gibco)
+ 1% BME vitaminy (Sigma) + 250 ug/ml amikacin (Brystol- Myers Squibb) + 2% sterilni mo¢
Roztoky pro zpracovani vzorkt pro transmisni el. mikroskopii

Karnovského fixaz s ptidavkem glukézy: 50 ml 0,2 M kakodylatovy pufr (pH 7) + 20 ml 20% vodny
roztok formaldehydu + 10 ml 25% roztok gluteraldehydu (SPI) + 1 g glukézy + doplnit do 100 ml
dH,O

Vypiraci pufr: 50 ml 0,2M kakodylatovy pufr (pH 7) + 2,7 g 1,35% glukozy + 50ml dH.O

3.2 Kultivace leishmanii

V moji diplomové praci byly pouzity druhy Leishmania infantum (MHOM/TR/2000/0G-VL),
Porcisia deanei (MCOE/BR/91/M13451; TCC 258), Porcisia hertigi (MCOE/PA/80/C8; TCC 260),
Leishmania orientalis (MHOM/TH/2014/LSCM4), Leishmania martiniquensis
(MHOM/TH/2019/CU2) a Leishmania sp. z Ghany (MHOM/GH/2012/GHS).

Kultury leishmanii jsou uchovavany v kryobance v tekutém dusiku v zamrazovacich
ampuliich CryoTubeTM Vials (NUNC) v médiu obsahujicim 5—10 % kryokonzervaéni latky DMSO
(Sigma-Aldrich). Po rozmrazeni jsou kultury pfeneseny do tekutého kultivacniho média M199 a
uskladnény v termostatu pfi teploté 23 °C v plochych kultiva¢nich zkumavkach (NUNC). Po 4-5 ti

dnech je kultura pteockovana do nového média (pouzitim 3—5 kapek na 1-1,5 ml starsi kultury).

3.3 Chov flebotomu

Pro ucely moji diplomové prace byly pouzity druhy flebotomd pochazejici z chovi katedry
parazitologie — Lutzomyia migonei a Lutzomyia longipalpis (obé ptivodem z Brazilie) a Phlebotomus
argentipes (pivodem z Indie).

Kolonie flebotomil jsou umistény v insektariu, kde jsou udrzovany optimalni podminky pro
jejich vyvoj — vlhkost 60—70 %, teplota 25-26 °C, fotoperioda 14 hodin svétla a 10 hodin tmy. Larvy
(L1-L4) jsou chovény v kelimcich vylitych sadrou, ¢imz je v nich udrzovéana piiméfena vlhkost.
Kelimky jsou uzavteny plastovym vickem s monofilem a uskladnény v plastovych krabicich se dnem
pokrytym navl¢enym vysterilizovanym piskem, jenz opét udrzuje v krabici vhodnou vlhkost.
Vsechna larvalni stadia jsou krmena tiikrat tydné fermentovanou smési kralic¢iho trusu. Posledni
larvalni stadia se v kelimcich kukli a nasledn€ vylétavaji dospéli jedinci. Dospélci jsou vypousténi
tiikrat tydné do nylovych siti uchycenych na kovovych konstrukcich, které jsou umisténé do
igelitovych pytld. Na sit’ je vloZen tac s navl¢enou vatou, jez zajistuje vhodné vlhkostni podminky
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pro prezivani dospélct (vlhkost uvnitt pytlt dosahuje 70-95 %). Dospélci jsou krmeni 50% roztokem
sacharozy, ktery je napustény do kousku vaty umisténé na Petriho misce. Samicim je jednou tydné
nabidnut k sani krve hostitel — uspana BALB/c myS$ nebo bily kralik ¢aste¢né znehybnény ve
fixaCnim postroji. Nékolik dni poté jsou nasaté samice pomoci exhaustoru premistény do sadrou
vylitych, navlhcenych kelimk, ve kterych kladou vajicka a nasledn€ umiraji. Z vajicek se lihnou L1

larvy a tim se cyklus uzavira (vice o chovu flebotomil viz Volf a Volfova 2011).

B F PP rer it s s
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Obr. 3 — Vybaveni pro chov flebotomt
a) sklenéné exhaustory a krmitko pouzivané pro infekéni sani flebotomt
b) sit’ s flebotomy navazana na kovovych konstrukcich
c) digestorf pro fermentaci potravy pro larvy
d) mistnost pro umisténi kolonii s vhodnou teplotou, vlhkosti a fotoperiodou
e) termostat s ulozenymi plastovymi krabicemi s kelimky (larvy, kukly) a sité s dospélci
f) kelimky v plastovych krabicich se dnem pokrytym navlhé¢enym piskem
(pfevzato a upraveno Lawyer et al. 2017; Volf a Volfova 2011)
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3.4 Experimentalni infekce flebotomu a tipliku

Pro experimentalni infekce flebotomti sdnim pfes membranu je potieba si piipravit kiize z 1-3 dni
starych usmrcenych kutat. Kiize se ziskavaji ze hibetni strany pefi zbaveného kutete. Stazena ktize
je promyta ve sterilnim fyziologickém roztoku a zbavena tuku, néasledné v 70% ethanolu a znova ve
fyziologickém roztoku. Kdzicky jsou poté uskladnény v —20 °C (Volf a Volfova 2011).
Pted infekénim sanim je jeSté potieba si vymrazit danou kulturu leishmanii a nechat ji kultivovat.
Kultura musi byt v exponencialni fazi riistu, tzv. log fazi, po 3—4 dnech kultivace.

Den pied pokusem jsou samice flebotomti oddéleny z kolonie do malé sitky (20 x 20 x 20
cm) natazené na tenkou ocelovou konstrukci a je jim sebran cukr, aby dalsi den 1épe saly.
V den pokusu je kultura promyta ve fyziologickém roztoku a promastigoti jsou spo¢itani za pomoci
Biirkerovy komurky a nafedéni na koncentraci 1x10°bunék / 1 ml. 300 ul kultury je smichano s 2700
ul tepelné deaktivované berani krve (35 minut ve vodni 1azni s 56 °C). Kufeci kizicky jsou natazeny
a parafilmem pfipevnény na sklenénd krmitka, do nichZ je pomoci tenké pasteurovy pipety prenesena
suspenze krve s promastigoty. Krmitka jsou uchycena do stojanu a sitky s flebotomy jsou za pomoci
kolickti a gumicek upevnény na krmitka. Krev v krmitcich je ohfivana na teplotu 37 °C pomoci vodni
lazné s vné&jsi cirkulaci. Takto jsou samice ponechany sat po dobu 1-2 hodin. Nasledné jsou sitky
opatrné sundany z krmitka a pomoci exhaustoru jsou z nich odebrany nenasaté samice. Nasaté samice
v sitkach jsou umistény v termostatu pii teploté 26 °C. Jako potrava jim slouzi 50% roztok sachar6zy
na kousku vaty a vlhkost jim zaji$t'uje vata navlh¢ena destilovanou vodou.

3.5 Pitvy a vySetreni stfev hmyzu

Flebotomové v riznych Casovych intervalech po infekénim sani byli uspani na ledu a jejich stfeva
byla vypitvana pod binokularni lupou. Nejprve byly samice v kapce fyziologického roztoku pomoci
pinzety a ru¢né pripraveného pitevniho nacini (entomologické minucie zasazené ve $pejli) zbaveny
hlavy a koncetin, nasledné bylo vytazeno stievo, které bylo pieneseno do nové kapky fyziologického
roztoku a prikryto krycim sklickem. Takto vznikly preparat byl prohlizen pod svételnym
mikroskopem. Do protokolu byla zaznamenavéna intenzita a lokalizace infekce. Intenzitu infekce
rozliSujeme: slabou (méné nez 100 promastigottr), stiedni (100—-1000 promastigotti) a silnou (vice
nez 1000 promastigotl) (Myskova et al. 2008).

3.6 Priprava roztlakovych preparatt a jejich barveni

Roztlakové preparaty byly pfipraveny vzdy v den pitev ze stfev nakazenych prenasect, u kterych
byly pozorovany silné ¢i stfedni infekce. U samic nakazenych Porcisia deanei a Porcisia hertigi byly
v prvnim dnu po infekci provedeny roztlakové preparaty ze vSech vypitvanych stfev, protoze
procyklicka stadia porcisii nejsou pii mikroskopické prohlidce stfev dobie odlisitelna od krvinek.
Pro zjisténi procenta infikovanych samic byly proto prohliZzeny roztlakové preparaty vSech pitvanych
stiev.

Pro piipravu roztlakovych preparati byla vypitvana stfeva v kapce fyziologického roztoku na
podloznim skle opatrné rozmacknuta a rozetfena krycim sklem. Néasledné byl roztér na sklicku
fixovan methanolem. Po zaschnuti byl na vzorky nanesen roztok Giemsy-Romanovského (Sigma)

(fedéno 20x destilovanou vodou). Barvivo bylo takto na roztlacich ponechano po dobu 20 minut.
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Poté byly vzorky oplachnuty vodovodni vodou, ususeny a nasledné jiz mohly byt mikroskopicky

vyhodnoceny.

3.7 Méreni morfologickych forem

Zastoupeni jednotlivych morfologickych forem bylo méfeno u Porcisia deanei, P. hertigi,
Leishmania infantum, L. orientalis a L. martiniquensis (kmen Cu2), jak z roztért kultur, tak z
roztlakovych preparati vypitvanych stfev flebotomid (Lutzomyia migonei, Lu. longipalpis,
Phlebotomus argentipes) a tiplika (Culicoides sonorensis).

Jednotlivé formy leishmanii byly prohlizeny pod svételnym mikroskopem (Olympus BX51)
se zabudovanou kamerou (DP-70) pfi zvétSeni 1000krat za pouZziti imerzniho oleje a foceny v
programu QuickPHOTO MICRO 2.2 (Olympus). V programu ImagelJ (Java) byla poté métena délka
téla, délka biciku a Sitka t€la buiiky. Na zaklad¢ kritérii podle Sadlova et al. (2010) byly u druhu
Leishmania rozliSovany Ctyfi morfologické formy — procykli¢ti promastigoti: — formy pfitomné
pied defekaci krve s bi¢ikem kratSim nez télo, dlouhé nektomonady: délka téla > 14 um a délka
biciku < dvojnasobek délky téla, kratei promastigoti (leptomonady): délka t€la < 14 um a délka
bicikl < dvojnasobek délky t¢la, metacyklicti promastigoti: délka bi¢iku > dvojnasobna délka téla.
Pro celkové mensi promastigoty rodu Porcisia nelze aplikovat hranici 14 pm pro rozliSeni
nektomonad od kratkych promastigott jako je tomu u leishmanii. Proto jsme na zaklad¢ srovnani
rozmérd bunék obou rodt stanovili rozhrani 8 pm pro rozliseni téchto forem (Obr. 4). Haptomonady
byly také nalezeny, ale jen ojedinéle. Tyto formy nebyly zahrnuty do kvantitativniho srovnani,
protoze ziistavaji prichyceny ke stfevu a jejich zastoupeni v roztérech by bylo proto podhodnoceno
(Sadlova et al. 2010). Ziskana data byla statisticky vyhodnocena v programu SPSS.
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Obr. 4 — Délka téla métenych promastigotl na celkovém materialu z kultur i stfevnich roztlakt
a) porovnani délky téla u L. infantum, P. deanei a P. hertigi
b) ¢etnost délek bunék L. infantum
¢) Cetnosti délek bun¢k P. deanei
d) Cetnost délek bunék P. hertigi

3.8 Statistika

Rozdily v procentech infikovanych samic a poméru morfologickych forem byly analyzovany chi-
kvadratovym testem, morfologické rozdily mezi promastigoty mundinii ve flebotomech a tiplicich t-
testem. VSechny statistické analyzy byly provedeny programem SPSS verze 27.

3.9 Prenosové experimenty

Priblizné 20 samic Lu. longipalpis infikovanym sanim na krmitku bylo oddé€leno do malych
plastovych epruvet uzavienych jemnou nylonovou sitkou. Epruvety byly pfilozeny k usim BALB/c
mys$i v celkové anestezii po dobu zhruba jedné hodiny. Nasaté samice byly bezprostfedné po sani
uspany a vypitvany a jejich stieva byla vySetfovana na pfitomnost paraziti pod svételnym
mikroskopem. Bezprostiedné po sani nebo 4 dny po prenosovém pokusu byly mysi usmrceny a byly
jim odebrany vzorky pro pozd¢€j$i molekularni analyzu. Oba usni boltce a ptipadné i spadové mizni
uzliny (u mysi odebiranych 4 dny po sani flebotomi) byly umistény do 1,5 ml plastovych zkumavek
naplnénych 100 ul destilované vody a uskladnény v —20 °C.
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3.10 Izolace DNA
DNA byla izolovana pomoci High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) a bylo postupovano

podle protokolu dodaného vyrobcem (Isolation of Nucleic Acids from Mammalian Tissue). DNA
byla eluovana do 200 pl elu¢niho pufru (Roche) a nasledné uskladnéna v mrazaku v —20 °C. Pro
zjisténi Grovné Cistoty a koncentrace vyizolované DNA byly vzorky méfeny na spektrofotometru
(NanoDrop ND-1000 Thermo Scientific) podle manualu dodaného vyrobcem.

3.11 PCR detekce

Pro zjisténi pfitomnosti leishmanii ve tkdnich BALB/c mys$i byla pouzita metoda nested PCR, ktera
byla vyvinuta ke zvySeni citlivosti a specifity PCR. Jedna se obvykle o dvé po sobé jdouci
amplifikacni reakce, v nichz kazda vyuziva jinou dvojici primert. Produkt prvni amplifikacni reakce
se pouziva jako templat pro druhou PCR. Vyssi citlivost vyplyva z vysokého celkového poctu cykl.
Vys$i specifita je dana pouzitim druhé sady primerii nasedajicich na sekvence, které se nachdzeji
pouze v produktech prvni reakce, ¢imz se ovetuje identita produktu prvni PCR reakce (Nolte a Hill
2011).

Jako templat pro prvni PCR byla pouzita vyizolovana DNA z usi a uzlin BALB/c mysi. Jako
pozitivni kontrola slouzila DNA izolovana z kultury Leishmania major a jako negativni kontrola
vzorek, ve kterém byla DNA nahrazena vodou. V prvni reakci byly pouzity 18SN1F a 18SN1R
primery (uvedeny v Tab. 1), které cili na 332 bp dlouhou sekvenci 18S malé ribozomalni
podjednotky. Komponenty reak¢ni smési jsou sepsany v Tab. 2. Reakce probihala podle protokolu
uvedeného v Tab. 4. Ziskana DNA slouzila jako templat pro dalsi PCR reakci. V reakci byly pouzity
18SN2F a 18SN2R primery (uvedeny v Tab. 2), které cili na 226 pb dlouhy isek nachazejici se uvnitf
produktu z pfedchozi PCR. Reakce probihala za pouziti komponent sepsanych v Tab. 3, podle

protokolu uvedeného v Tab. 5. Schéma nested PCR je zobrazeno na Obr. 5. Pfitomnost vyslednych

produktt byla oveéfovana pomoci agarozoveé elektroforézy.
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Obr. 5 — Schéma nested PCR

(ptevzato z www.thermofisher.com a upraveno)
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Tab. 1 — Pouzité primery

Primer Smér Sekvence (5°—3)

10 uM 18SN1F forward GGATAACAAAGGAGCAGCCTCTA
10 uM 18SNIR reverse CTCCACACTTTGGTTCTTGATTGA
10 uM 18SN2F forward AGATTATGGAGCTGTGCGACAA
10 uM 18SN2R reverse TAGTTCGTCTTGGTGCGGTC

Tab. 2 — 1. krok nested PCR — slozeni reakéni smési

Komponenty Objem [pl]
Emerald Green Master mix (2x koncentrovany) 10
10 uM 18SNI1F primer (forward) 0,5
10 uM 18SNIR primer (reverse) 0,5
DNA 3
ddH>O 6

20

Tab. 3 — 2. krok nested PCR — slozeni reakéni smési

Komponenty Objem [pl]
Emerald Green Master mix (2x koncentrovany) 10
10 uM 18SN2F primer (forward) 0,5
10 uM 18SN2R primer (reverse) 0,5
DNA 3
ddH,O 6

20

Tab. 4 — Prubéh 1. kroku nested PCR (program SSU NESTED)

Pocet opakovani Teplota [°C] Cas
1 94 3:00
94 0:30
40 60 0:30
72 0:25
72 5:00
: 12 0
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Tab. 5 — Prab¢eh 2. kroku nested PCR (program LEISH SSU)

Pocet opakovani Teplota [°C] Cas
1 94 3:00
94 0:30
40 60 0:30
72 0:20
72 5:00
: 12 0

3.12 Gelova elektroforéza

Agardza byla smichdna s 1x TAE pufrem v Erlenmayerove baiice v takovém poméru, aby vznikl 1-
1,5% agar6zovy gel. Smés byla zahfivana v mikrovinné troub¢ (kdyZ zacinal roztok viit, tak byl
nekolikrat vyjmut z mikrovinné trouby a promichan) az do doby, kdy doslo k uplnému rozpusténi
agarozy. Do roztoku bylo nasledné pridano barvivo SYBR Safe (Invitrogen) v poméru 1 : 1000, cela
smés byla zamichana a nalita do pfipravené formy. Poté byl jesté do formy vlozen hieben a smés
byla ponechana ztuhnout do podoby tuhého gelu, a nasledné byl hfeben vyjmut. Forma s gelem byla
pfemisténa do elektroforetické vany (tak, aby jamky byly u zaporného polu), ve které byla
prevrstvena 1x TAE pufrem. Do vzniklych jamek byly od druhé¢ jamky postupné nanaseny jednotlivé
PCR reakce (10 pl kazdého vzorku) a do prvni jamky bylo aplikovano 10 pl DNA markeru (100 bp
DNA ladder (Fermentas)). Zatizeni bylo posléze zapojeno do zdroje napéti (70 V az zhruba 110 V
po dobu 30-60 minut v zavislosti na velikosti gelu) a vzorky putovaly smérem ke kladné elektrodé.
Po separaci vzorkt na zakladé velikosti byla DNA detekovana UV transluminatorem.

3.13 Priprava vzorkii pro elektronovou mikroskopii

Vypitvana stfeva nebo cela téla infikovanych flebotomt zbavena hlavy, kiidel, nohou a poslednich
zadeckovych c¢lankt byla prenesena do Karnovského fixaze a byla takto ponechana v lednici pfti 4
°C po dobu maximalné 24 hodin. Poté byla 3% po dobu 15 minut vyprana ve vypiracim pufru.
Nasledovala postfixace v 2% OsO4 v 0,1 M kakodylatovém pufru pfi teploté 4 °C po dobu 2 hodin
a prani v destilované vod¢ pii pokojové teplot€¢ po dobu zhruba 10 minut. Déle byla provedena
dehydratace pomoci ethanolu nafedéného na rizné koncentrace. Vzdy byla kapalina odsata
pasteurovou pipetou a nahrazena novou koncentraci ethanolu. Nejprve byl ke tkanim pfidan 35%
ethanol po dobu 15 minut, dale 50% — 15 minut, 70% — 30 minut, 80% — 15 minut, 96% — 15 minut
a 100% — 15 minut. Dal$i odvodnéni bylo provedeno pomoci 100% acetonu 3% po dobu 15 minut.
Nasledovalo prosycovani zalévaci pryskytici Poly/Bed 812/Araldite 502 (Polyscieces, Inc.) fedéné
100% acetonem postupné v riznych koncentracich. Nejprve 3: 1 (aceton: pryskyftice) po dobu 2
hodin, 1: 1 po dobu 4 hodin a 1: 3 po dobu 12 hodin. Potom byly vzorky pievedeny do Cisté
pryskyfice. Pryskyfice byla 3x po dobu 12 hodin odsata a nahrazena novou. Vzorky byly nasledné
pfemistény do gumovych forem, zality ¢istou pryskyfici a umistény do termostatu, kde dochazelo k
tvrdnuti blocki pti 65 °C po dobu 48 hodin. Blo¢ky po ztvrdnuti byly pfediezany na polosilné fezy
o velikosti 0,5-0,9 pl na ultramikrotomu Ultracut E (Reichert-Jung) pomoci sklenéného noze na
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vodni hladiné. Polosilné fezy byly pieneseny za pomoci prilepeného vlasu na Spejli do kapky
destilované vody na podloznim skle. Kus filtra¢niho papiru byl za pomoci pinzety ponoten do lahve
s xylenem a nasledné ptenesen nad kapku destilované vody s fezy, kde jim bylo opatrné pohybovano
nad fezy, dokud nedoslo k jejich roztazeni parami xylenu. Podlozni sklo bylo nasledné umisténo na
elektrickou plotnu rozehtatou na 80 °C, kde se fezy jeSté vice roztahly a pfipekly k podloznimu
skli¢ku. Rezy na skli¢ku byly poté barveny 5% Stirlingovou gentianovou violeti po dobu 1-2 minut
opét na elektrické plotné pii 80 °C a nasledné oplachnuty v destilované vodé. Polosilné fezy na
podloznim skle byly mikroskopicky prohlédnuty a vybrany ty, které obsahovaly hledané oblasti
stteva. Vybrané vzorky byly odevzdany na pfipravu ultratenkych fezii pani laborantce E.
Kirchmanové z Laboratore elektronové mikroskopie Patologicko-anatomického ustavu 1. lékatské
fakulty Univerzity Karlovy. Pfipravené ultratenké fezy byly pod elektronovym mikroskopem (TEM
JEOL1400) prohlizeny a nalezené hledané objekty fotografovany.

3.14 Pokusy s prediurezii

Samice Lu. longipalpis 10—14 dni po infekci P. deanei byly zafixovany kiidly na oboustranné lepici
pasce a na proboscis jim byla nasazena na konci ziZzena sklenéna kapilara naplnénad médiem M199
(Sigma). Behem sani byly na podlozni skli¢ko zachytdvany kapky moci vylu¢ované samici v procesu
prediurese. Bezprostiedné po skonceni pokusu byly samice vypitvany na podloznim skle v kapce
fyziologického roztoku pro zjiSténi infekce. Kryci skla s kapkami vyloucenymi infikovanymi
samicemi byla zafixovana methanolem a nasledn¢ barvena roztokem Giemsy-Romanovského
(Sigma). Takto obarvené preparaty byly zamontovany na podlozni sklicka a poté mikroskopicky

analyzovany.

Obr. 6 — Kapilarové sani Lu. longipalpis

Foceno stereomikroskopem Leica M250 FA (zvétseni 100x)
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4 Vysledky

Vysledky ptedkladané diplomové prace jsou rozdéleny na dve casti. Prvni ¢ast se zabyva vyvojem
rodu Porcisia v potencidlnich ptfenasecich, konkrétné dvou druzich flebotomt (Lu. migonei a Lu.
longipalpis) a tiplicich druhu C. sonorensis (kapitoly 4.1-4.4), druha Cast je vénovana porovnani

morfologickych forem podrodu Mundinia pti vyvoji v C. sonorensis a Ph. argentipes (kapitola 4.5).

4.1 Vyvoj rodu Porcisia v tiplicich Culicoides sonorensis

Intenzita a lokalizace infekci byla sledovana vzdy 1., 3., 6. a 10. den po infekcnim sani. Celkem bylo

prohlédnuto 115 samic. Infekéni davka byla 10 leishmanii / ml krve.

Prvni den po sani, tedy pied defekaci samic, byla infekce detekovana u samic nakazenych
P. deanei a 45 % samic nakaZzenych P. hertigi. Po defekaci pak z 50 vypitvanych samic nakaZenych
P. hertigi nebyla infikovana zadna a ze 39 vypitvanych samic nakazenych P. deanei byly pozitivni
pouze tfi samice (dveé Sesty den po infekénim sani a v jedna desaty den po infekénim séani, viz Tab.
6). Zajimavé je, ze u vSech tfi pozitivnich samic byli promastigoti P. deanei lokalizovani v MT
(malpigickych trubicich).

Tab. 6 — Intenzita infekce P. deanei a P. hertigi v C. sonorensis

Cas po experiment. o Stiedni Slaba Neinfikované
infekei (PI) Druh Silnd infekce infekce stievo ol
P. deanei 5 4 0 4 13
1. den —
P. hertigi 4 5 0 11 20
P. deanei 0 0 0 15 15
3. den —
P. hertigi 0 0 0 17 17
P. deanei 0 2 0 19 21
6. den —
P. hertigi 0 0 0 24 24
P. deanei 0 1 0 2 3
10. den —
P. hertigi 0 0 0 9

Prvni den po infekénim sani pievazovali v travené krvi u obou druhl porcisii procyklicti
promastigoti, ale byly tu jiz zastoupeny i dlouhé nektomonady, kratci promastigoti a metacyklicti
promastigoti. S nardstajicim ¢asem od infek¢niho sani se u P. deanei zvySovalo zatoupeni metacyklii.
Sesty den po infekci metacykliéti promastigoti zaujimali 33 % a desaty den az 71 %, oviem vysledek
zde muze byt ovlivnén malym poctem promastigott, ktery se podafilo zachytit. Zastoupeni

jednotlivych forem graficky znézorfiuje Obr. 7 a pocty a rozméry jednotlivych forem uvadi Tab. 7.
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P. deanei - 1. den PI

P. deanei - 6. den PI
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@ Procyklicti promastigoti
@ Leptomonady

O Dlouhé nektomonady
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Obr. 7 — Zastoupeni jednotlivych forem P. hertigi (v prvnim dnu po infekénim sani) a P. deanei (ve tfech
casovych intervalech) v C. sonorensis.

Cisla uvnitt vyse¢i kruhu uvadi pocet forem promastigotu.

Tab. 7 — Rozméry a pocty jednotlivych forem P. deanei a P. hertigi v C. sonorensis.

Délka t&la Sitka téla Délka biciku
Den Pocet
Druh pr | FOM | forem T min-max Lt min—-max s min—-max
(odchylka) (odchylka) (odchylka)
PP 49 69 (14) |4,8-13 23(04) [1,6-3,1 1421 |0,0-67
| LEN 12 (921,00 [80-10,9 [2204) |1,4-29 10,1 (£6,6) |0,0-18,4
MC 8 6,9 (*1,4) |4,7-93 2,1 (*03) |1,6-2,5 16,9 (£2,0) |13,7-19,6
LE 4 |60@&11) |47-74 |2,0x01) |1,9-2,1 79(*21) |63-10,7
P EN 16 9,510 [8,1-11,7 |2,1(=0,5 |1,3-29 10,6 (5,5 |[1,9-17,2
deanei | 6 | MC 19 (7418 [4,7-10,7 [2,004) |1,4-29 16,1 +3,3) |[11,4-22,7
LE 23 |6,3(+0,9) [4,4-78 2,1 (0,5 |1,2-3,2 7,3 (£4,1) 0,8-13,6
EN 1 9,7 9,7-9,7 1,6 1,6-1,6 2,3 2,3-23
10 | MC 5 6,7 (£1,7) 4,6-8.3 23(*0,22) |2,0-24 19,3 (£3,8) |13,2-236
LE 1 179 7,9-7.9 1,6 1,6-1,6 13,4 13,4-13,4
PP 100 |[52(x1,1) |2,9-87 2,405 |1,54;8 0,1 (£0,5) 0,0-2.4
P | LEN 1 [108 10,8-10,8 | 2,8 2,828 12,4 12,4-12,4
hertigi MC 1 43 4,343 1,9 1,9-1,9 10,5 10,5-10,5
LE 4 6,2(£62) |49-72 29(=*29) |[2,2-3,9 8,9 (+8,9) 6,1-13,8

PI = po experimentalni infekci. PP = procyklicti promastigoti, EN = dlouhé nektomonady, MC = metacyklicti
promastigoti, LE = leptomonady (kratci promastigoti).
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4.2 Vyvoj rodu Porcisia ve flebotomech

Vyvoj zastupct rodu Porcisia (P. deanei a P. hertigi) byl dale zkouman ve dvou druzich
jihoamerickych flebotomd, kteti s nimi sdileji stejny areal rozSiteni — Lutzomyia longipalpis (s obéma
druhy porcisii) a Lutzomyia migonei (s P. deanei).

Tyto dva druhy flebotomt jsou prokazanymi ptenaseci Leishmania infantum, kteréa slouzila jako

kontrolni druh pro experimentalni infekce. Infekéni davka byla opét vzdy 109 leishmanii / ml krve.

4.2.1 Experimentalni infekce Lutzomyia migonei

Pitvy nakazenych samic Lu. migonei byly provedeny vzdy ve tiech ¢asovych intervalech—1.,4.a 7.
den po experimentalni ndkaze. Celkem bylo prohlédnuto 131 samic infikovanych P. deanei, 118
samic infikovanych P. hertigi a 136 samic infikovanych L. infantum. Porovnani podilu infikovanych
samic mezi jednotlivymi druhy parazita bylo statisticky testovdno pomoci chi-kvadratového testu.
Miru a intenzitu infekei popisuje Obr. 8 a lokalizaci infekci Obr. 9.

Prvni den po infekénim sani se mira infekce druhl rodu Porcisia vyznamné neliSila od
kontrolniho druhu L. infantum (P = 0,344, d.f. =2, %> =2,132). Avsak od &tvrtého dne kontrolni druh
tvortil 1 silné infekce a kolonizoval stomodedlni valvu u 87 % infikovanych samic, zatimco u druht
rodu Porcisia podil infikovanych samic s narQstajicim ¢asem od infekéniho sani klesal (P = 0,003,
d.f. =2, y*= 11,770 &tvrty den po infekci; P < 0,001, d.f. = 2, ¥* = 23,500 sedmy den po infekci).

Prvni den po infekci byli promastigoti vzdy lokalizovani v endoperitrofickém prostoru, v
nasaté krvi uvnitt peritrofické matrix. Ctvrty den po infekci se P. hertigi vyskytovala pouze u
nevydefekovanych samic (v abdominalnich mesenteronu a MT) a s néaslednou defekaci se infekce
vytratily. Sedmy den po infekci uz byly v§echny samice negativni. Porcisia deanei ojedinéle defekaci
prezila a byla nalezena i sedmy den po infekci. Ctvrty den po infekci byla zachycena u
nevydefekovanych samic opét v MT a abdominalnim mesenteronu, u vydefekovanych samic byly
nachazeny infekce lokalizované ptevazné jen v MT. Sedmy den ptevazovaly infekce MT a také byla
nalezena jedna silna infekce lokalizovana v abdominalnim a thorakalnim mesenteronu a MT. Avsak
samic, ve kterych P. deanei ptezila defekaci, bylo pouze 7 %, takze nemélo vyznam s Lu. migonei
provadét prenosové experimenty.

Morfologicka analyza mohla byt zalozena jen na omezeném vzorku, ale prokazala tvorbu

metacyklickych stadii v Lu. migonei u obou druhti porcisii (Tab. 8).
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Obr. 8 — Intenzita infekce u Lu. migonei ve tiech ¢asovych intervalech.
PI = po infekei. Cisla nad sloupci uvadi poéet vypitvanych samic. PIné spojovaci &ary znadi rozdil mezi
vSemi tfemi testovanymi druhy; pierusované ¢ary zase rozdil mezi dvéma navzajem propojenymi druhy. n.s
(nesignifikantni) = P > 0,05, * =P < 0,05, ** =P < 0,01, *** =P <0,001.
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Obr. 9 — Lokalizace infekce u Lu. migonei ve tfech ¢asovych intervalech.
EP = endoperitroficky prostor, AMG = abdominalni mesenteron, MT = malpigické trubice, TMG =

thorakalni mesenteron, SV = stomodealni valva.
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Tab. 8 — Rozmeéry a pocty jednotlivych forem P. deanei a P. hertigi v Lu. migonei.

Délka téla Sitka t&la Délka biciku
Den Pocet
Druh PI Forma forem I min—max e min—max IPriare min—max
(odchylka) (odchylka) (odchylka)
PP 8 12,0 (£ 1,6) [9,1-13,5 |2,1(£0,8) 1,1-33 7,6 (£2,8) 3,6-11,5
4 EN 14 11.5(=2,6) |8,4-17,9 1,9 (£0,9) 1,0-4,4 22,9 (£7,2) 11.2-34.9
P 4 ) MC 4 6,6 (1,00 |[5,1-7,38 |2,0(x0,6) 1,2-2,6 17,9 (£3.,9) 14,8-23,5
. deanei
LE 2 6,9 (£0,6) |[6,5-74 24(x04) |2,1-2,7 8,3 (=1,8) 7,1-9,6
, BN 5 |11,5(+1,6) |10,3-142 |[1,7(£05) |1,2-2.4 18,8 (+£3,8) |[13,0-22,9
LE 1 7,9 7,9-7,9 2,3 2,3-2,3 7 7,0-7,0
o LE 1 7,5 7,5-7,5 2,3 2,3-2,3 8,2 8,2-82
P. hertigi| 4
MC 2 6,6 (+1,6) |[5,5-7,8 2,1 (0,8) 1,6-2,7 22,7(£0,3) |[22,5-23,0

PP = procyklicti promastigoti, EN = dlouhé nektomonady, MC = metacyklicti promastigoti, LE = leptomonady

(kratci promastigoti).

4.2.2 Experimentalni infekce Lutzomyia longipalpis

Pitvy byly provedeny vzdy 1., 4., 7. a 11. den po infekénim sani. Diky tomu, Ze samice Lu.
longipalpis ptezivaji déle nez samice Lu. migonei, bylo mozno zahrnout i 11. den po infekci. Celkem
bylo prohlédnuto 117 samic infikovanych P. deanei, 171 samic infikovanych P. hertigi a 117 samic
infikovanych L. infantum.

Prvni den po infekénim séani tvofily vSechny tii druhy parazitd stiedné silné infekce v naséaté
krvi obklopené peritrofickou matrix. V krvi se promastigoti hojné mnozili. Ctvrty den po infekci
kleslo procento samic infikovanych P. hertigi pod 10 %, zatimco podil infikovanych samic a
intenzita infekci P. deanei byla blizka hodnotam kontrolniho druhu L. infantum (Obr. 7). Zajimava
byla lokalizace P. deanei, kterd byla vzdy ptfitomna v MT, pfi¢emz u 62 % samic to byla jedina
infikovana ¢ast stieva. Sedmy den po infekci byly vSechny samice infikované P. hertigi negativni,
zatimco samic infikovanych P. deanei bylo pozitivnich vice nez 60 %. Porcisia deanei se opét
nachazela predevsim v MT (Obr. 10). Jedenacty den po infekci byly opét vSechny samice infikované
P. hertigi negativni, zatimco samic infikovanych P. deanei bylo pozitivnich 51 %. Malpigické trubice

byly opét hlavnim mistem vyskytu P. deanei a byly zde pozorovany casto silné infekce (Obr. 10).
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Obr. 10 — Intenzita infekci ve ctyfech casovych intervalech, porovnani L. infantum, P. deanei a P. hertigi
v Lu. longipalpis.
PI = po infekei. Cisla nad sloupci uvadi poéet vypitvanych samic. PIné spojovaci &ary znaéi rozdil mezi
vSemi tfemi testovanymi druhy; prerusované ¢ary zase rozdil mezi dvéma navzéajem propojenymi druhy. n. s.
(nesignifikantni) = P > 0,05, * =P < 0,05, ** =P < 0,01, *** =P <0,001.
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Obr. 11 — Znézornéni lokalizaci u P. deanei 4., 7. a 11. den po infekénim sani.

a) 7. den po infek¢énim sani, zvétseni 200%

b) 10. den infekénim sani, zvétseni 400% (svételny mikroskop, DIC)
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Zastoupeni jednotlivych morfologickych forem rodu Porcisia a kontrolniho druhu L. infantum v Lu.
longipalpis bylo hodnoceno vzdy 1., 4., 7. a 11. den po infekénim sani z roztlakovych preparati
obarvenych roztokem Giemsa.

Na zaklad¢ kritérii popsanych v kapitole 3.7 byly rozliSovany c¢tyii morfologické formy —
procyklické formy, dlouhlé nektomonady, kratci promastigoti (leptomonady) a metacyklicti
promastigoti. Haptomonady byly také nalezeny, ale jen ojedinéle, nebot’ tyto formy zlstavaji
vétSinou prichyceny k povrchu stieva. Z divodu, Ze by byl jejich pocet na preparatech podcenén,
nebyly zahrnuty do kvantitativni analyzy. BohuZzel pfisedlé formy nebyly zachyceny na snimcich z
elektronového mikroskopu, zaznamenana P. deanei je zobrazena na Obr. 14. Zastupci jednotlivych
forem na snimcich ze svételného mikroskopu jsou zobrazeni na Obr. 13.
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Obr. 13 — Morfologické formy P. deanei v Lu. longipalpis (zvétSeni 1000 x)

a) nektomonada

b) kratky promastigot (leptomonada)

¢) procyklicky promastigot

d) kulaty metacyklicky promastigot

e) stihly metacyklicky promastigot
f) haptomonada
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Obr. 14 — P. deanei v malpigické trubici Lu. longipalpis zachycena transmisnim elektronovym mikroskopem

(TEM JEOL1400).
Na méftitku vyznacen usek odpovidajici 1 pm délky.

V kultute L. infantum pievazovaly leptomonady (61 %), narozdil od rodu Porcisia, kde byly
nejvice zastoupeny dlouhé nektomonady (P. deanei — 76,5 %, P. hertigi — 62 %). O néco méné byli
u porcisii zastoupeny leptomonady a v malé mite u v8ech tii druhti se nachazely v kultufe metacykly.

Prvni den po infekénim séani, kdy byly leishmanie pfitomny v endoperitrofickém prostoru,
byli u porcisii zastoupeni v krvi pouze procykli¢ti promastigoti, u L. infantum jsme jiz v malé miie
nachazeli i leptomonady. Procyklickd stadia rodu Porcisia byla charakteristickd malymi rozméry a
velmi kratkym nebo zcela nerozliSitelnym bic¢ikem, jak jiz bylo zminéno, vzhledem tedy pfipominala
amastigoty.

Dalsi dny po infekci bylo mozno hodnotit jen morfologii P. deanei a kontrolni L. infantum,
P. hertigi v ptenaSedich nepiezivala defekaci. Ctvrty den byly nejvice zastoupenou formou u obou
druhti dlouhé nektomonady. U P. deanei tvotily 64 %, dale byli v populaci zastoupeni metacyklicti
promastigoti (20 %) a kratci promastigoti (15 %). Metacyklické formy mély bud’ kulaty nebo §tihly
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ovalny tvar téla (viz také obrazek 10). U L. infantum vysoce pievazovaly nektomonady (96 %) a
zbytek populace tvofili kratci promastigoti. Sedmy a jedenacty den po infekci klesalo u v§ech druhti
zastoupeni nektomonad, zatimco stoupal podil leptomonad a metacyklickych promastigota.
Zastoupeni jednotlivych forem je graficky znazornéno na Obr. 15 a rozméry jednotlivych forem u
jednotlivych druhi shrnuje Tab. 9.

L. Infantum P. deanei P. hertigi

e
9
Py

Obr. 15 — Zastoupeni jednotlivych forem L. infantum, P. deanei a P. hertigi v Lu. longipalpis v péti Casovych

4. den PI

7. den PI

@ Procyklicti promastigoti
® Dlouhé nektomonady
11. den PI O Leptomonady

B Metacyklic¢ti promastigoti

intervalech.

Cisla uvnit vyse&i kruhu uvadi pocet forem promastigoti.
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Tab. 9 — Rozméry jednotlivych forem L. infantum, P. deanei, P. hertigi.

] Délka téla Sitka téla Délka biciku
Druh DPeIn Forma fi(;szl Primér . Primer . Priumer .
(odchylka) | ™™™ | (odchylka) | ™M | (odchylka) | MT™MEX
EN | 73 16217 [1421,1 [2,1=03) [1229 [160@&48) [6930
0| MC| 5 [84x03) [891 2,1(=03) 1,724 [193@*238) |162-235
LE | 121 [100=26) [47-139 [2,1(+05) |1,146 |135@&4,7) |44-268
[ LPP | 94 [852n [44152 [30@LDh [1259 [18@29) o112
LE | 5 [11,0&21) 83126 [40(x0,) [3547 |130&29) |8416,1
s , [LEN | 192 [208@32) [141328 [14(:03) [0832 [185(:39) [34315
i fan'mm LE | 8 [120&1,00 [102-132 [2,1(+0.8) [12-38 |190*3,2) |142-234
EN | 154 [18,9(*28) |14-26 2,1(£06) |1244 [183@57) [1,7-324
7 1 Mc | 3 [107@08) [10-11,5 [35&1,5 [2352 [269(=43) |228313
LE | 33 [12215 [69-139 [23(*1,0) |1,1-51 |133@&6,1) |1,9228
EN | 139 [17,6(=24) [14259 [24(*06) |1,14 172 (£4,8) |1,3-294
11| MC | 1 [83 8383 |24 2424|207 20,7-20,7
LE | 73 [105x26) [52-139 [25(=08) |1369 |124(£53) |24247
EN | 153 [1L1&2,0) [8176  [2,1=04) [1232 [152@3,7) |6,1273
0| Mc | 13 [102@&17) [81-13,1 [20®05 [1,533 [22,0(=3,5) |17,2-27,1
LE | 34 [68(07) 5479 [20&03) |1327 |134@&44) |3,5245
1| pp | 87 7715 [47-128 [30#09 [1,674 [03z08) |038
EN | 114 [12,4*22) [8,1-17,6 |2,0*06) |1,149 [17,1(£46) |2-302
4 | MC | 36 [105@1,8) [81-145 [2,1(£0,5 |[1,1-32 |255(+44) |169-346
P. deanei LE | 26 [61=13) [2777 [33@&12) |1.851 [189x8,1) |3-357
EN | 98 [99(x14) [814 88(x08) |1355 [13045 [06-213
7 I MC | 14 [93@1L) [8114  [30&100 [1,751 21330 [172259
LE | 67 [6110) [4479 [32@1L1) [1,582 |11,6(=52) |1,1-25
EN | 89 [10,722) [81-194 [20=06) |138 124 (£43) |2-21,1
11| MCc | 7 [93@13) [8211,8 [22(£05 [1228 |205(x1.8) 18,1237
LE | 77 |63=1,0 |478 2407 [1342 [105@3.6) |08204
EN | 124 [95@1,0) |8122 |2,1(x04) |1,435 |142(+25) |8523
P. hertigi 0| MC| 8 [87@04) [8291 [22x05) [1,728 [19021) |[169227
LE | 67 |67(1,1) [42-79 [20x03) |1328 |133(*3.6) |7.3-249
1| PP | 41 [61=14) [3692 [30#06 [1944 [01@o02) |o-14

PP = procykliéti promastigoti, EN = dlouhé nektomonady, MC = metacyklic¢ti promastigoti, LE = leptomonady

(kratci promastigoti).

4.3 Pritomnost P. deanei v mo¢i Lu. longipalpis

Zajimava lokalizace porcisii v MT prenasecli nas vedla k dalsi sérii pokusti zamétenych na
zodpoveézeni dillezité otazky, zda se jedna o aberantni lokalizaci danou tim, Ze Lu. longipalpis nemusi
byt pfirozenym pienaseCem P. deanei, nebo zda by MT mohly byt ptirozenou lokalizaci porcisii,
odkud se mohou dostavat pfi prediurezi do kapek vylucované moci a takto infikovat obratlovciho
hostitele. Prediureze je proces, kdy samice flebotoma zahust'uje nasatou krevni potravu vylu¢ovanim
prebytecné vody, ktera proudi zhemolymfy malpigickymi trubicemi do zadniho stfeva a je
vylu€ovana jiz béhem sani na hostiteli.

Samice Lu. longipalpis byly experimentalné¢ nakazeny P. deanei. Byla pouzita infekéni
davka 2x10° promastigott / ml. Infikované samice byly potom 10-14 dni PI fixovany k podloZce a
nuceny sat kapalinu ze sklenéné kapilary, kterd jim byla nasazena na proboscis. Kapky moci, které
vypoustély béhem sani (prediureze), byly zachytavany na kryci skli¢ka. Prediureze byla zachycena
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u péti nakazenych samic, pfi¢emz u tfi z nich byly ve vSech vylouc¢enych kapkach ptitomné porcisie,
prevazné ve velkych poctech (40-350 promastigotii na kapku). Mezi promastigoty v kapkach tvorily
metacyklické formy 20-29 %. Vysledky pokusu shrnuje Tab. 10.

Tab. 10 — Pocet porcisii a jejich metacyklickych forem v mo¢i Lu. longipalpis vylu¢ované béhem prediureze.

Cislo Cislo Poéé‘f gt g%),
S pr— porcisii v metagykhockych
kapce promastigoti v kapce
1 1 150 40 (27)
1 60 15 (25)
2 40 10 (25)
3 250 50 (20)
4 160 40 (25)
2 5 35 10 (29)
6 55 20 (36)
7 40 10 (25)
8 270 70 (26)
9 350 100 (29)
3 1 200 40 (20)
2 95 20 (21)

Obr. 16 — Ptitomnost P. deanei v prediuretické moci Lu. longipalpis.

a) kapka ¢. 8 vypusténa samici ¢. 2
b) kapka ¢. 9 vypusténa samici ¢. 2

4.4 Prenos Porcisia deanei na BALB/c mysi

Cilem prenosovych experimentti s BALB/c mySmi bylo dokazat, ze P. deanei se s prediurezii Lu.
longipalpis mize prenést na savciho hostitele.

Samicim Lu. longipalpis bylo deset dni po infekénim sani umoznéno sat na usich BALB/c
mys$i uspanych roztokem ketaminu a xylazinu. Celkem byly provedeny tii pfenosové experimenty.
Jako kontrola nam slouzil pokus, v némz byly dvé BALB/c mysi vystaveny sani Lu. longipalpis
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infikovanymi L. infantum, usmrceny byly hned po sani a byly jim odebrany usni boltce, které byly
nasledné testovany na pfitomnost DNA parazita pomoci nested PCR. U vsech ¢tyt vzorkl (obé usi
dvou mysi) byla potvrzena pfitomnost DNA parazita. V dalSich dvou pokusech saly na mysich
samice Lu. longipalpis infikované P. deanei. V prvnim byly dvé mysi usmrceny bezprosttedné po
séni a ve dvou ze tii pfipadd byla DNA P. deanei ve tkani detekovana. V poslednim experimentu
saly Lu. longipalpis infikované P. deanei na BALB/c mysich, které byly usmrceny az Ctyfi dny po
séni. MySim byly odebrany jak usi, tak tentokrat i lymfatické uzliny. DNA parazita ve tkani byla
potvrzena v obou usich a obou lymfatickych uzlinach. Pocty flebotomti pouzitych v pokusech shrnuje
Tab. 11 a vysledky PCR detekce Obr. 17. Dlouhodobé sledovani mysi na pfitomnost porcisii po
experimentalnim pfenosu bohuzel nebylo technicky mozné, porcisie jsou silné hostitelsky specifické

pro urzony a v modelovych laboratornich zvitatech se infekce neudrzi (Herrer, 1971).

Tab. 11 — Vysledky mikroskopické prohlidky Lu. longipalpis sajicich na uSich BALB/c mysi a PCR detekce
u DNA P. deanei a L. infantum z tkani mysi.

,V " Interval po sani, .
Druh flan P(Zc?t Pocet nasatych kdy byly Prenos ,
. BALB/c nasatych . . .. | potvrzeny
parazita .. . nakazenych samic | BALB/c mysi
mySi1 samic PCR
usmrceny
ucho 15 8 ihned ano
L. infant ucho 14 5 ihned ano
. infantum 5
: ucho 16 7 ihned ano
ucho 9 3 ihned ano
ucho 17 9 ihned ne
ucho 13 8 ihned ano
ucho 12 7 ihned ano
P. deanei ucho 8 3 4 dny ano
ucho 2 2 4 dny ano
lymf. uzlina 8 3 4 dny ano
lymf. uzlina 2 2 4 dny ano
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Obr. 17 — PCR detekce DNA P. deanei a L. infantum (226 bp dlouhy usek genu pro 18S ribosomalni
podjednotku).
1) pozitivni kontrola s L. major
2) negativni kontrola
3-6) DNA izolovana z usi BALB/c mysi vystavenych L. infantum (mysi zabité ihned po sani)
7-9) DNA izolovana z usi BALB/c mysi vystavenych P. deanei (mysi zabité ihned po sani)
10-11) DNA izolovana z usi BALB/c mysi vystavenych P. deanei (mys$i zabité 4 dny po sani)
12—13) lymfatické uzliny odebrané z BALB/c mysi vystavenych P. deanei (zabité 4 dny po sani)

4.5 Porovnani morfologickych forem podrodu Mundinia v Culicoides

sonorensis a Phlebotomus argentipes

Sledovali jsme zastoupeni jednotlivych morfologickych forem u dvou druhti podrodu Mundinia —
Leishmania martiniquensis kmene Cu2 a Leishmania orientalis v tiplicich C. sonorensis a
flebotomech Ph. argentipes. Zastoupeni forem bylo hodnoceno vzdy 1., 4., 6. a 10. den po infekénim
sani z roztlakovych preparati obarvenych roztokem Giemsa, pokud byli v danych dnech
promastigoti zachyceni, a statisticky hodnoceno chi-kvadratovym testem. Zastoupeni forem je
graficky znazornéno na Obr. 18 a 19 a pocty a rozméry jednotlivych forem u jednotlivych druhii
shrnuje Tab. 12.

Leishmania martiniquensisi 1 L. orientalis v obou typech pfenasecii tvorily stejnou Skalu
morfologickych forem — procyklické promastigoty, dlouhlé nektomonady, kratké promastigoty
(leptomonady) a metacyklické promastigoty.

Prvni den po infekénim sani se v krvi obalené peritrofickou matrix nachéazeli u obou
pfenasect pfevazné procyklicti promastigoti. U tiplikii i flebotom se v malé mife uz vyskytovali i
metacykli¢ti promastigoti, u flebotomt své zastoupeni v krvi mély i leptomonady. Statisticky se
zastoupeni forem L. martiniquensis v téchto dvou vektorech vyrazné nelisilo (P = 0,503, d.f. = 2,y
=1,376), u L. orientalis byl poCet hodnocenych promastigotti pro statistiku piilis maly.
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Ctvrty den po infekci bylo zastoupeni forem L. martiniquensis v tiplicich i flebotomech
velice podobné (P = 0,887, d.f. = 2, > = 0,240). V obou pienaSe¢ich dominovaly jednoznaéné
leptomonady, v mensi mife se tvofily nektomonddy a metacykly. Také zastoupeni forem u L.
orientalis se v prenasecich statisticky nelisilo (P = 0,106, d.f. =2, y* = 4,491). Jednoznacné u obou
vektord pfevazovaly leptomonady, u Ph. argentipes byly v malé mife zachyceny nektomonady a u
C. sonorensis jeden metacyklicky promastigot.

Sesty den po infekci jsme z roztlakovych preparati méli k dispozici parazity pouze u tipliki.
U obou druh@t mundinii pievladaly opét leptomonady (ve vetsi mite u L. martiniquensis), a oproti
dnu 4 stouplo zastoupeni nektomonad a metacykla.

Desaty den po infekci jsme pro srovnani neméli k dispozici L. martiniquensis ve
flebotomech. Zastoupeni forem L. orientalis bylo v obou pienasecich opét velice podobné (P =0,567,
d.f. =2, %* = 1,136). Jednoznalné prevladaly leptomonady, dale se tvofily metacykly a ve velmi
malé mife se objevovaly nektomonady. Kmen Cu2 v tiplicich tvofil rovnéz ptevazné leptomonady,
v mensi mife metacykly a v malé mife se vyskytovaly nektomonady.

Rozdil ve velikosti délky téla v C. sonorensis a Ph. argentipes byl statisticky hodnocen na
celkovém materidlu t-testem (Tab. 12). Mezi formami paraziti nebyly signifikantni velikostni
rozdily. Pouze nektomonady L. martiniquensis byly signifikantné€ vétsi v Ph. argentipes, ovsem
hodnocenych paraziti ve flebotomech bylo pfili§ malo na to, aby se tento vystup dal brat za
relevantni.

1. den PI 4. den Pl 6. den PI 10. den PI

J- p. J-

103 144 183

L. martiniquensis

L. orientalis
21

M Procyklicti promastigoti

W Dlouhé nektomonady
Leptomonady
Metacyklicti promastigoti

Obr. 18 — Zastoupeni jednotlivych morfologickych forem v tiplicich C. sonorensis.
Cisla uvnit vyse¢i kruhu uvadi pocet forem promastigoti.
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1. den PI 4, den PI 10. den PI

L. martiniquensis

12

L. orientalis

33 184

M Procyklicti promastigoti

I Dlouhé nektomonady
Leptomonady
Metacyklicti promastigoti

Obr. 19 — Zastoupeni jednotlivych morfologickych forem ve flebotomech Ph. argentipes.

Cisla uvniti vyse¢i kruhu uvadi poéet forem promastigoti.

Tab. 12 — Pocty a rozméry jednotlivych forem L. martiniquensis a L. orientalis (v obou pienaSecich).

FORMY
0L PP EN MC LE
Prumér
Délka (8l | (odehgli) |70 LD 156G L) 8317|101 (=20)
min-max | 44102 | 14243 43122  |49-13.9
Prameér
52 a8 &= EE ES
Sitka téla | (odchylka) 2,7(£0,7) 2,1 (£0,6) |2,7(+0,7) |25(=1,1)
L min-max | 1,7-4,1 1241 1,3-4,5 0,8-7.9
MArtniquensis | pngya Fgg&‘;ﬁka) 2,6 (£1,7)  120,3(£32) [19,8 (=42) | 11,8 (+6,0)
biciku i s |00 11.1-256 | 113337 |13-25.1
Potet (C.son., P. arg.) 20(11,9) |49 (47,2) |74(69,5) |464 (429, 35)
st Hodnota P | 0,924 0 0,858 0,519
wies Hodnotat | 1,335 —7,463 0,26 0,583
Pramér
Délka téla | (odehylka) |38 LD |149(06) |72(+22) |88 18)
min-max | 4,7-7,7 14164  |3,5139 |3,7-13,9
Prameér
Sitka téla | (odehylka) |28 CELD [19G04) [2308) |25608)
. . min—max 1,945 1,3-2,8 1,2-4,3 0,8-7,4
L. orientalis Primer
Délka 3,3(*2,0) [20,1 (£5,1) | 17,1 &4,4) |7.5 (+5,0)
bicik (odchylka)
! min_max | 0-54 8,6 294 |84 28 0,8-23,1
Potet (C.son., P. arg.) 702,5) 23(18,5) |34 (21,13) |486 (268, 218)
test Hodnota P | 0,185 0,387 0,599 0,605
wes Hodnotat |—0,498 ~0,905 1,268 —0,683

PP = procyklicti promastigoti, EN = dlouhé nektomonady, MC = metacyklicti promastigoti, LE =
leptomonady (kratci promastigoti). P = hladina pravdépodobnosti, t = testovana statistika t pro
velikost délky téla.
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5 Diskuze

5.1 Rod Porcisia

Biologie rodu Porcisia je na rozdil od lékatsky vyznamného rodu Leishmania velice malo
prozkoumana. Dva dosud popsani zastupci rodu, Porcisia hertigi a Porcisia deanei, parazituji u
americkych stromovych dikobrazi — urzoni rodu Coendou. Nékazy dikobrazii probihaji
asymptomaticky, i kdyz amastigoti byvaji v téle hojné rozsifeni — jak v kazi, tak mohou i
visceralizovat (Espinosa et al. 2016). ProtoZe ale nejsou patogenni pro ¢lovéka, nebylo jim vénovano
tolik pozornosti, jako patogennim zastupctim rodu Leishmania.

Morfologie rodu Porcisia byla doposud diikladné popsana jen v nékolika malo studiich, které
popisovaly bud’ amastigoty z dikobraziho hostitele nebo promastigoty z in vitro kultur. Herrer (1971)
ziskaval P. hertigi z dikobrazli v Panamé a z otisk tkani popsal amastigoty o rozmérech 3,5 — 4,8 %
1,2 — 2,5 um. Lainson a Shaw (1977) rovnéz izolovali porcisie z dikobrazil a z otiskti tkani popsali
amastigoty P. deanei o rozmérech: 6,1 x 3,1 — 3,7 um, tedy vyrazné vétsi, nez P. hertigi. Ve
zminénych studiich promastigoti v kultufe vykazovali velké rozpéti velikosti s rozméry: 6,0 — 18,0
x 1,5-2,5 um s bi¢ikem o délce 7-24 pm u P. deanei (Lainson a Shaw 1977) a 7,5 — 20,5 x 1,3 —
4,1 pm s bi¢ikem o rozmérech 9,1 — 35,5 umu P. hertigi (Herrer, 1971). V mé praci byli promastigoti
P. deanei v kultute (5,4 — 17,6 x 1,2 — 3,3 um) vétsi, nez P. hertigi (4,2 — 12,2 x 1,3 — 2,8 um), ale
rozdil nebyl vyrazny.

V této diplomové praci jsme se navic mohli zabyvat morfologii bun¢k ziskanych ze stfev
prenasSece, kterou doposud jest¢ nikdo nezkoumal. Promastigoti porcisii byli vyrazné mensi nez
kontrolni Leishmania infantum, ale tvofili v prenaseci stejna stadia — procyklické formy,
nektomonady, leptomonady a metacyklické formy. Kviili celkové mensi velikosti bunék nebylo pro
rozliSeni nektomonad od kratkych promastigoti mozné pouZzit rozhrani 14 pm, které se bézné
pouziva u rodu Leishmania (Sadlova et al. 2010), ale stanovili jsme hranici 8 um. Promastigotni
stadia méla na rozdil od L. infantum jen nepatrny bicik, ktery c¢asto nebyl na preparatech
pozorovatelny. Po defekaci prevladaly u P. deanei nejprve dlouhé nektomonady a postupné se pak
zvySoval podil leptomonad, stejné jako u L. infantum. Jiz od ctvrtého dne po infekcei se v Lu.
longipalpis objevovaly i metacyklické formy. Metacyklické formy jsme zachytili po defekaci
nakazenych samiciv C. sonorensis a Lu. migonei, byt' v téchto druzich pienasect piezivala P. deanei
jen v malém procentu samic.

Pfirozeni prenaseci rodu Porcisia doposud nebyli popsani. Jediny udaj z ptirody pochazi
z roku 2018, kdy Thies et al. (2018) zkoumali pfirozenou nakazu flebotomil leishmaniemi v méstské
oblasti Sinop statu Mato Grosso v Brazilii a objevili DNA P. hertigi v druhu Lutzomyia antunesi.
Avsak samotny nalez DNA pomoci PCR detekce neznamend, Ze se v pienaSeci parazit mnozi a je
schopen dokoncit vyvoj.

Laboratorni infekce byly dosud popsany pouze ve tfech studiich ze sedmdesatych let
minulého stoleti. Lainson et al. (1977) a Croft a Molyneux (1979) zkoumali vyvoj P. hertigi a P.
deanei v Lutzomyia longipalpis. V obou pracich byly zaznamenany jen slabé infekce stfev u malého
procenta samic lokalizované v mesenteronu, zadnim stfevé a malpigickych trubicich. Velmi slaby
vyvoj P. hertigi byl také popsan u panamského druhu Lutzomiya gomezi (Anon, 1967 ex Lainson a
Shaw 1977). V naSich experimentech jsme sledovali vyvoj P. hertigi a P. deanei ve dvou druzich
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flebotomt, Lu. longipalpis a Lu. migonei, ktefi sdili s rodem Porcisia areal rozsifeni v Jizni Americe
(Shimabukuro et al. 2017) a podporuji vyvoj L. infantum a L. braziliensis (Alexandre et al. 2020;
Guimaraes et al. 2016). Zatimco P. hertigi nepiezivala defekaci v zddném druhu, P. deanei tvotila v
Lu. longipalpis silné infekce i desaty den po infekci.

Do studie jsme kromé flebotomt zatadili i tipliky druhu Culicoides sonorensis, protoze
nedavno byla potvrzena jejich kompetence ptenaset leishmanie podrodu Mundinia. V nasich
pokusech porcisie v tiplicich sice defekaci piezili, kolonizovali MT a tvofili metacyklicka stadia,
avsak jen v malém procentu samic. Vzhledem k tomu, ze C. sonorensis je severoamericky druh, neni
rozhodné vylouceno, Ze by se rod Porcisia mohl uspésné vyvijet v n€kterém z lokalnich jiho- a
sttedoamerickych druht.

Ve vsech druzich pfenasecii jsme promastigoty P. deanei opakované pii pitvach pozorovali
v malpigickych trubicich (MT). Vyskyt v této ¢asti stieva byl velice prekvapivy.

Obcasny vyskyt malého mnoZzstvi promastigoti rodu Leishmania v MT flebotomu, jako
napiiklad v L. flaviscutellata odchycenych ve staté¢ Para v Brazilii, byva interpretovan jako dusledek
jejich vytlaceni do MT peristaltickym pohybem stfedniho stieva (Lainson a Shaw 1968). Pokud byli
zastupci podrodt Leishmania a Viannia pozorovani v MT pii experimentalnich infekcich, bylo to
zpravidla u nepfirozenych druhti prenasecti (Walters et al. 1989; Nieves a Pimenta 2000; Rangel et
al. 1985) a pii atypickych experimentalnich podminkach (nahrazeni sacharézy maltdézou c¢i
fruktozou, Anez et al 1989). Nedavno tento vyskyt uvedli ve své studii také i Ticha et al. (2021)
zaméfené na vyvoj riznych izolath L. (S.) tarentolae u tii druht flebotomi rodu Phlebotomus.
Vyskyt v MT byl zaznamenan u vSech testovanych pienaSecl, pfiCemz paraziti vykazovali
peripylarialni nebo hypopylarialri vyvoj.

Vyskyt v MT je vzacny i u ostatnich trypanosomatid. Lokalizaci monoxennich druhii v
hmyzim hostiteli shrnuli Lukes et al. v praci z roku 2018 a uvadéji, Ze se paraziti v MT nachazeli jen
v 1,9 % hmyzich hostiteld. Infekce byly lokalizovany prevazné v oblasti stitedniho (50,7 %) a zadniho
stieva (22,4 %). U rodu Endotrypanum jsou infekce MT popisovany Castéji nez u rodu Leishmania,
ale hlavni masa promastigott je vzdy také lokalizovana v mesenteronu a/nebo stomodeu. Franco et
al. (1997) zkoumali vyvoj brazilskych kmenii rodu Endotrypanum u 3 druhi flebotomi (Lu.
longipalpis, Lu. shannoni a Ph. papatasi) a zaznamenali pfitomnost bi¢ikovcd v MT zkoumanych
prenaSect, avsSak infekce odpovidaly klasickému peripylaridlnimu vyvoji s majoritni infekci
mesenteronu (Franco et al. 1997).

Lokalizace parazitd v travicim traktu prenaseCe mé zasadni vyznam pro pifenos na
obratlovciho hostitele. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.2, zptisob vyvoje leishmanii v pfenaseci byl
v 80. letech 20. stoleti podkladem pro jejich rozdéleni do jednotlivych podrodii (Lainson a Shaw
1987). Pro podrod Leishmania je typicky suprapylarialni vyvoj vyznacujici se lokalizaci leishmanii
pouze v mesenteronu a stomodeu. Podrod Viannia a také nékteré druhy podrodu Sauroleishmania se
vyznacuji peripylaridlnim vyvojem zahrnujicim kromé mesenteronu a stomodea i zadni stfedvo
(proctodeum). Pro zbylé druhy podrodu Sauroleishmania je typicky hypopylarialni vyvoj, u n¢hoz
je vyvoj parazitl omezen na zadni stfevo pfenaSece. U suprapylaridlniho a peripylaridlniho vyvoje
dochazi ke kolonizaci stomodeélni valvy a pfenosu parazitll ustnim ustrojim pfi sani na hostiteli
(shrnuto v Bates, 2007; Lainson a Shaw 1987).
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Vyskyt v zadnim stievé je spojeny s kontaminativhim pienosem, a to bud’ pozienim
prenasece (predpoklada se u podrodu Sauroleishmania), jeho rozmacknutim pti sani (asi malo
pravdépodobna, ale teoreticky uvaddéna moznost pienosu leishmanii) ¢i vylou¢enim s exkrementy
(shrnuto v Killick-Kendrick, 1979). Tento posledni typ pienosu je znam napiiklad u T. cruzi (Tyler
a Engman 2001) ¢i monoxennich rodt Herpetomonas a Crithidia (Maslov et al. 2013).

Jelikoz porcisie nekolonizovaly v naSich pokusech zadni stfevo, ale MT, pfichazela v tvahu
dalsi teoretickd moznost kontaminativniho pienosu, a to pomoci prediureze. Tento fyziologicky
proces umoznuje samicce koncentrovat proteiny z piijaté krve. Tekutina je filtrovana do MT
aktivnim transportem z hemolymfy a piebyte¢nou tekutinu vylucuje samice do vnéjSiho prostredi
jesté behem sani na hostiteli (Sadlova a Volf 1999). Sadlova a Volf (1999) popsali vylucovani
leishmanii pti prediurezi Ph. papatasi a Ph. duboscqi nakazenych L. major. Ta byla pozorovéna u
100 % samic Ph. papatasi (leishmanie byly v moci pfitomné u 37,5 % samic) a 85 % samic Ph.
duboscqi (leishmanie u 16,1 % samic). Abychom prokdzali pfitomnost parazita v prediuretické
tekuting, zachytavala jsem na kryci sklicko kapicky moci vylou¢ené samicemi Lu. longipalpis,
nakazenymi P. deanei. Zachytila jsem prediurezi péti nakazenych samic, z toho tfi samice vypoustély
kapky, ve kterych byly pfitomni promastigoti. Porcisie se nachazely ve vSech kapkach
produkovanych témito samicemi v po¢tu od 40 do 350 parazitli na kapku, z toho metacyklické formy
predstavovaly 20-29 %. Abychom potvrdili, ze P. deanei muze byt skute¢né prenesena na hostitele
prediurezi, provedli jsme poté pfenosové experimenty. Infikované Lu. longipalpis jsme nechali sat
na usich uspanych BALB/c mysi, uSi po sani odebrali a testovali pomoci PCR. Detekovali jsme
amplifikované useky DNA parazita ve vSech kontrolnich vzorcich, kdy sali flebotomové infikovani
L. infantum, tak ve dvou ze tii piipadd, kdy sali prenaSeci infikovani P. deanei. V dalSim pokusu
jsme detekovali DNA parazita nejen z usi, ale i spadovych uzlin ziskanych z mysi zabitych ¢tyfi dny
po sani flebotomil. Tyto pokusy prokazaly, ze lze Lu. longipalpis povazovat za kompetentniho
pienasece P. deanei. Do pienosu ov§em mohou byt zapojeny i dalsi druhy flebotomi ¢i tiplika, které

se v endemickych lokalitach vyskytuji.

5.2 Podrod Mundinia

Jak jiz bylo zminéno v literarnim piehledu, podrod Mundinia se v soucasnosti sklada z péti druhti:
L. martiniquensis, L. orientalis, L. enrietti, L. macropodum a dosud védecky nepojmenovaného
druhu z Ghany. U L. martiniquensis, L. orientalis a druhu z Ghany byly hlaseny lidské infekce. L.
macropodum zpusobuje onemocnéni u klokant a L. enrietti u morcat. Rovnéz podrod Mundinia,
stejné tak jako rod Porcisia, byl ustanoven az pti taxonomické revizi v roce 2016 (Espinosa et al.
2016). Nedavno pak Becvar et al. (2021) prokazali, Ze vSechny druhy podrodu Mundinia se unikatné
tipliky na hostitele.

Naplni druhé ¢asti mé diplomové prace bylo zjistit, zda se 1i§i morfologicky vyvoj mundinii
ve flebotomech a tiplicich. Toto téma zatim nebylo studovano, protoZe vzhledem k nizké uspésnosti
experimentalnich infekci v laboratorné chovanych druzich flebotomu je obtizné ziskat dostatek
materidlu. Napiiklad v praci Chanmol et al. (2019) autofi popsali pouze morfologicky vyvoj L.
orientalis v tiplikovi C sonorensis, protoze infekce flebotoma Lu. longipalpis se zcela ztracely

s defekaci samic.
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V této studii L. martiniquensis a L. orientalis tvotily stejné morfologické formy — procyklické
promastigoty, dlouhé nektomonady, kratké promastigoty (leptomonady) a metacyklické
promastigoty, které jsou znamy z vyvoje jinych druhti podrodt leishmanii v pienasecich (shrnuto v
Dostalova a Volf 2012) a které tvorila L. orientalis i v C. sonorensis (Chanmol et al. 2019). Na
roztlakovych preparatech byly pozorovany velice ojedin€le i haptomonady, které vSak nebyly
zahrnuty do kvantitativni analyzy vzhledem k tomu, Ze zQstavaji pfevazné prichyceny k povrchu
stfeva a na preparatech je jejich podil podhodnoceny. Rovnéz stejné tak, jak bylo pozorovano u rodu
Porcisia, 1 zde u podrodu Mundinia metacyklicti promastigoti tvotily dvé formy — kulatou a stihlou
ovalnou. Nebyli pozorovani paramastigoti, popisovani spise vzacnéji u podrodl Leishmania, Viannia
1 Sauroleishmania (Walters, 1993; Nieves a Piment 2000; Ticha et al. 2021). Prikazné se nelisila
velikost jednotlivych typli promastigot v obou prenaSecich ani jejich relativni zastoupeni v riznych
fazich infekce. Prvni den po infekénim sani se v krvi nachéazeli u obou prenasect prevazné procyklicti
promastigoti, pozdéji dominovaly jednoznacné leptomonady, v men$i mife se vyskytovaly
nektomonady a metacykly.

Leishmania martiniquensis i L. orientalis vykazovali v obou pfenaseCich typicky
suprapylarialni vyvoj, typicky i pro podrod Leishmania (Lainson a Shaw 1987). Tento vysledek neni
tak samoziejmy, napiiklad Tichd et al. (2021) popsali odlisny vyvoj L. (S.) tarentolae u tii druhii
flebotoml — Ph. papatasi, Ph. sergenti a Ph. perniciosus. Zastupci podrodu Sauroleishmania se
bézné tadi mezi parazity s hypopylaridlnim typem vyvoje, avSak vysledky této prace ukazaly, Ze tito
parazité mohou vykazovat i peripylarialni vyvoj. Peripylarialni vyvoj ptevladal u Ph. papatasi a Ph.
perniciosus, zatimco parazité v Ph. sergenti vykazovali vyvoj hypopylarialni (Ticha et al. 2021).
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6 Zavér
1) Vyvoj P. hertigi a P. deanei v ptenasecich.

Vyvoj P. hertigi a P. deanei byl studovan u tfi druhti pfenaSect: Lu. migonei, Lu. longipalpis a C.
sonorensis. Celkem bylo vypitvano a prohlédnuto pod svételnym mikroskopem 115 infikovanych
tiplikd, 385 infikovanych Lu. migonei a 405 infikovanych Lu. longipalpis. P. hertigi nebyla
schopna tvofit pozdni infekce ani v jednom zkoumaném druhu zatimco P. deanei tvorila zralé
infekce u 51-61 % samic Lu. longipalpis a v mens$i mife prezivala i v samicich Lu. migonei (7,3
%) a C. sonorensis (7,7 %).

Porcisie tvotily v prenasecich klasické morfologické formy, jako rod Leishmania —
procyklické promastigoty, dlouhé nektomonady, leptomonady, metacyklické promastigoty a
haptomonady. Promastigoti vykazovali mensi té€lesné rozmeéry, nez kontrolni L. infantum.
Procyklické formy méli velice kratky bicik nebo pfipominaly amastigoty a metacyklicti
promastigoti byli pfitomni ve dvou formach — ovalné a kulaté.

Ve vsech tfech druzich pfenasec byla P. deanei lokalizovana dominantné
v malpigickych trubicich. Tato neobvykla lokalizace umoziuje porcisiim unikatni zpisob
prenosu — potvrdili jsme jejich vylu¢ovani moci p¥i prediurezi Lu. longipalpis na hostiteli.
Paraziti se vyskytovali ve vyluCovanych kapkach ve velkych poc¢tech — od 40 do 350 promastigoti
na kapku, z toho metacyklické formy predstavovaly 20-29 %.

Ptenosové experimenty pak potvrdily pfitomnost DNA porcisii i u mys$i usmrcenych 4 dny
po sani, a to jak v misté sani, tak ve spadovych lymfatickych uzlinach. Tyto pokusy tedy prokazaly,
ze Lu. longipalpis je kompetentnim pi‘enase¢em P. deanei. Kontaminativni prenos mo¢i pii
prediurezi, umoZnény neobvyklou lokalizaci parazita v malpigickych trubicich, je v ramci
dvouhostitelskych trypanosomatid unikatni.

2) Srovnani morfologie mundinii ve flebotomech a tiplicich

Porovnali jsme morfologické formy dvou druhti podrodu Mundinia — L. martiniquensis a L.
orientalis v tiplicich C. sonorensis a flebotomech Ph. argentipes. Oba druhy tvotily v obou
pienasecich stejna stadia — procyklické promastigoty, dlouhé nektomonady, kratké promastigoty
(leptomonady) a metacyklické promastigoty. Opét byly v malé mife nalezeny i haptomonady, které
nebyly zahrnuty do kvantitativni analyzy. V relativnim zastoupeni forem obou druhii ve
flebotomech a tiplicich ani v jejich rozmérech v riznych prenasecich nebyly pozorovany
signifikantni rozdily. Z dfive publikované studie ovSem vime, ze v tiplicich je vyvoj mundinii

vvvvvv
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