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1 Abstrakt

Flebotomové (Diptera: Phlebotominae) jsou duleziti z hlediska humanni i veterinarni
mediciny jako pfenaseci nemoci, zejména leishmaniozy. Boj s flebotomy ztézuje skutecnost,
ze jejich lihnisté a odpocivaci mista jsou ¢asto neznama nebo obtizné pristupnd. Chemicky
zpusob kontroly flebotoml zahrnuje zejména uzivani insekticid k impregnovani siti,
moskytiér nebo zaveést, rezidualni posttiky domi, ptipadné bariérové postiiky. U psu, kteti
jsou rezervoarovymi zviraty visceralni leishmani6zy, se uzivaji insekticidni obojky nebo
aplikace insekticidu formou ,,spot on*“. Chemické latky mohou byt ale toxické pro necilové
organismy a zaroven je u populaci flebotomii mozny vznik rezistence. Proto je nutné testovat
nové metody, naptiklad vyuziti entomopatogennich mikroorganismu (Bacillus sphaericus,

B. thuringiensis, Beauveria bassiana), feromonovych pasti nebo toxickych rostlin. U komara
je uspésné testovan hormon TMOF, inhibitor biosyntézy trypsinu. Na zakladé podobnosti

flebotom a komari testujeme Uc¢inek tohoto peptidu na trdveni krve a vyvoj vajec i u

zastupct roda Phlebotomus a Lutzomyia.

Kli¢ova slova: Phlebotomus, Lutzomyia, chemicky boj, insekticidy, biologicky boj, Bacillus

sphaericus, Bacillus thuringiensis, Beauveria bassiana

Abstract

Phlebotominae sand flies (Diptera: Phlebotominae) are important vectors of leishmaniasis.
Control measures are complicated by the fact that sand fly breeding sites and resting places
are generally hard to find. Measures used to control adult sand flies include the use of
chemical insecticides for insecticide-treated bednets or curtains, residual spraying of
dwellings, eventually the space-spraying. Domestic dogs as reservoir host of visceral
leishmaniosis can be protected by dog-collars impregnated with insecticides or by spot on
application of insecticides. Chemical insecticides may be toxic for non-target organisms and
the increase of insecticide-resistance of some sand flies populations is possible. Therefore,
new methods of biological control should be tested; entomopathogenic organisms (Bacillus
sphaericus, B. thuringiensis, Beauveria bassiana), pheromone-baited traps and noxious plants
could be used. Hormone TMOF, inhibitor of trypsin biosynthesis, was successfully tested in
mosquitos. Based on similarity of mosquitos and sand flies, the effect of this peptide on blood

digestion and egg development is tested in Phlebotomus and Lutzomyia species.

Key words: Phlebotomus, Lutzomyia, chemical control, insecticides, biological control,

Bacillus sphaericus, Bacillus thuringiensis, Beauveria bassiana
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2 Uvod

Flebotomové (fad Diptera, ¢eled’ Psychodidae, podceled’ Phlebotominae) patii mezi
dvoukiidly krevsajici hmyz, jehoz velikost ziidkakdy pfesahuje 3 mm. Vyskytuji se na
rozmanitych biotopech tropti a subtropti pfedevsim Asie, Afriky a Stfedni a Jizni Ameriky.
Nékteré druhy mohou byt rozsiteny i v mirném pasu, napiiklad v jizni Evrop€. Nenalezneme
je v8ak na Novém Z¢land¢ a Tichomoiskych ostrovech.

Flebotomové jsou aktivni ve vecernich a no¢nich hodinach, ackoli nékolik druhti
vykazuje denni aktivitu. Ob¢ pohlavi se zivi sanim cukernych $tav, samic¢ky jsou zaroven
ektoparazité, pro které je krev obratlovcl zdrojem energie pro tvorbu vaji¢ek. Samicky
vétSiny druhti jsou exofagni a exofilni (saji 1 odpocivaji mimo lidska obydli), ale existuji 1
endofilni druhy.

Ptiblizn¢ 70 druhti flebotomt ze 700 popsanych je dulezitych z hlediska ptfenosu
infekénich onemocnéni na ¢lovéka. Radime je do dvou rodti: Phlebotomus vyskytujici se ve
Starém Svété a Lutzomyia zijici v Novém Svété. Jedinci rodu Sergentomyia, kteti saji
pfevazné na plazech, mohou v ojediné€lych piipadech pobodat i ¢lovéka. Neni ale prokazano,
ze by byli schopni ptenaset lidské infekce.

Flebotomové jsou znami piedevs§im jako pienaseci prvoka rodu Leishmania, kteti
zpisobuji leishmanidzu, onemocnéni, které ohrozuje obyvatelstvo ve 22 zemich Nového svéta
a Vv 66 statech Starého svéta (http://apps.who.int/tdr/svc/disease/leishmaniasis). Mlze byt ve
formé kutanni (kozni), muko-kutdnni (koZné-slizni¢ni) nebo viscerdlni (utrobni). Lidské
leishmaniozy jsou prevazné zoondzy, vyjimecné antropondzy. V ptipadé neléceni mize mit
visceralni forma vazné az smrtelné nasledky, u koznich viedu je riziko sekundéarnich infekci.
Leishmanioza je Svétovou zdravotnickou organizaci fazena mezi sedm nejvyznamnéjsich
parazitarnich onemocnéni. Flebotomové mohou ale pienaSet také rlizna bakterialni a virova
onemocnéni, napiiklad bartonelozu, jejimz ptivodcem je bakterie Bartonella bacilliformis,
nebo horecku papataci, kterou zptsobuje virus ze skupiny flebovirt (¢eled’ Bunyaviridae).

Flebotomové se v ptirodé obtizné studuji, jsou mali a odpocivaci mista dospélcti nebo
lihnisté larev jsou té€zko k nalezeni a Spatné pfistupna. Boj s leishmanidzou a jejim hmyzim
pienasecem je tedy velmi obtizny ale nezbytny. Diivé]si pokusy zaméfené na rezervoarova
zvifata, napiiklad zabijeni infikovanych psi jakozto rezervoaru visceralni leishmaniozy, se
ukazaly jako velmi nepopularni a malo efektivni strategie. DneSni programy na kontrolu

leishmani6zy zahrnuji pfedevsim rizné insekticidni zakroky proti dospélctim flebotomil.



Uzivéani chemickych insekticidil je nezbytné, piestoze se stale vice usili vynaklada i na vyvoj

novych biologickych metod, které nebudou zatézovat zivotni prostiedi a necilové organismy.
Ve své bakalaiské praci bych chtéla shrnout dosavadni znalosti o moznostech

chemického a biologického boje s flebotomy. Zvlastni pozornost vénuji hmyzimu hormonu,

jehoz ucinek experimentalné studuji. Je mozné, Ze ,, Trypsin modulating oostatic factor*, ktery

inhibuje biosyntézu trypsinu u komart, by mohl byt piipadné vyuzit i v biologickém boji

s flebotomy.



3 Chemicky boj

Krevsajici ¢lenovci prenaseji fadu infekénich onemocnéni, ktera postihuji lidi
I hospodarska zvitata. Chemicky boj s pfenasSeci je nejlevnéjsi a nejefektivnéjsi cestou, jak
tato onemocnéni omezit a eradikovat. Z toho diivodu je i v dnesni dobé, kdy se upfednostiiuji
V boji se skudci metody biologické, chemicky boj stale nezbytny. V nasledujicich kapitolach
uvadim piehled moznosti a metod, jak 1ze chemické latky, zejména syntetické pyretroidy,
ptipadné organofosfaty nebo DDT (Dichlorodifenyltrichloroetan), vyuzit v boji s flebotomy a
tedy pfenosem leishmaniozy. Pyretroidy nemaji velky toxicky vliv na savce, naproti tomu
mohou vyznamné poskozovat napt. plankton v fekéach a jezerech. DDT muze negativné

pusobit na necilové organismy a prostiedi tim, Ze se hromadi v potravnich fetézcich.

3.1 Insekticidni psi obojky a ,,spot-on* aplikace insekticidu

Psi leishmanidza zptisobena infekci Leishmania infantum je velmi rozsifena a
zpusobuje problémy v zemich Mediteranu a v mnoha statech Jizni Ameriky. Hlavnim
zvifecim rezervoarem této visceralni leishmanidzy jsou domaci a toulavi psi.

V poslednich letech se vynaklada zna¢né usili na vyzkum psi okovaci latky (Borja-
Cabrera a kol. 2002, Saraiva a kol. 2006), ale jina moznost, a to jednodussi a levnéjsi, je
ochrana pst pomoci obojkii impregnovanych pyretroidy. Ty by mély zamezit pobodani od
flebotomt a tedy prenosu leishmaniézy mezi psimi rezervoary a ¢lovékem.

Killick-Kendrick a kol. (1997) demonstrovali i¢innost insekticidnich obojkti na
laboratornich psech. Pouzili 20 g vazici plastové obojky z PVC impregnované pyretroidem
deltamethrinem v koncentraci 40 mg/g a béhem 34 tydni po aplikaci zjist'ovali protektivni
ucinek a mortalitu Phlebotomus perniciosus po dvouhodinové expozici. Zjistili, Ze obojky
chranily psy pfed pobodanim z 96 %, a 21-60 % flebotomu uhynulo po kontaktu s oSetfenymi
psy. Naproti tomu u kontrolnich psi bylo po dvou hodinach nalezeno pouze 0-12 % mrtvych
flebotomui. Podrobnéjsi vysledky ohledné dal$i imrtnosti uvadim v Obr 1. Ochranny efekt byl
pozorovan nejméné 34 tydni od druhého tydne po aplikaci obojki. Prvni tyden po aplikaci je
ochrana nedostate¢nd; k u¢innému rozsiteni lipofilniho pyretroidu z obojku po srsti a kiizi psa

je zapottebi nékolika dni (Killick-Kendrick a kol. 1997).
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Obr. 1: Umrtnost samic Phlebotomus perniciosus po dvouhodinové expozici na kontrolnich
psech a psech s obojkem (podle Killick-Kendrick a kol. 1997, upraveno)

Insekticidni obojky byly v laboratornich testech pouzity i proti jinym druhtim
flebotomui. Halbig a kol. (2000) provedli experiment se stejnym typem obojkt (800 mg
deltamethrinu na 20 g plastu), ale efekt byl testovan pouze 8. den po aplikaci. Pobodani od
Phlebotomus papatasi bylo oproti kontrolnimu testovani redukovano v priméru z 80 %, ale
rozdil v imrtnosti nebyl signifikantni. Obojky maji tedy pfedevsim repelentni Gi¢inek (Halbig
a kol. 2000). Deltamethrinem impregnované obojky ucinné chrani psy i proti brazilskym
flebotomim (Lutzomyia longipalpis, Lu. mogonei) po dobu osmi mésicu. Proto se planuje
jejich vyuziti v programech na kontrolu lidské a psi visceralni leishmani6zy v Brazilii (David
a kol. 2001).

Na zékladé povzbudivych vysledkt z laboratote byl studovan efekt hromadné aplikace
téchto obojkii v méstském prostiedi v jizni Italii béhem dvou naslednych sezon. Po
vyhodnoceni seroprevalence (v kontrolnich méstech a ve mésté po intervenci) byl po prvni
sezon¢ efekt ochrany 50 % (P = 0,15). Po druhé sezoné bylo ale prokazano, ze a¢innost
ochrany proti Le. infantum zprostfedkovana impregnovanymi obojky byla 86 % (P < 0,001)
(Maroli a kol. 2001). Obdobnou terénni studii provedli i Foglia Manzillo a kol. (2006). Po
prvni sezoné byla zjisténa ochrana proti infekci leishmaniézou 72,3 % (P < 0,005), po druhé
ale klesla pouze na 45,1% (P = 0,15). Souhrnny efekt ochrany na konci studie byl v§ak
signifikantni, 50,8 % (P = 0,005).

Alternativni moznosti, jak pouzit pyretroidy k ochran¢ psu, je ,,spot-on* aplikace. Jedna
se nejcasteji o topickou aplikaci insekticidu na hibetni stranu krku psa. Reithinger a kol.

(2001) demonstrovali, ze topické pouziti permethrinu a fenthioninu chrani psy pied



postipanim po dobu dvou mésict. Studie Mencke a kol. (2003) ukazala, ze kombinace
pyretroidu permethrinu a nikotinoidu imidaclorpidu poskytuje psim ochranu jeden mésic.
Dnes je tento piipravek komercné dostupny pod nazvem Advantix. Nevyhodou je, Ze se
aplikace ,,spot-on‘ musi opakovat n¢kolikrat za sezonu, zatimco obojek chrani psa celé
transmisni obdobi. ,,Spot-on* je ale vhodnéjSim feSenim v ptipadech, kdy je pes v blizkém
kontaktu s rodinou, zejména s malymi détmi, a muze tak dochazet k nechténému a
nezadoucimu kontaktu s impregnovanym obojkem.

Impregnované psi obojky a piipadné ,,spot-on* aplikace jsou v soucasnosti komeréné
pouzivany jako uc¢inna ochrana pst pred flebotomy a tedy i pied pfenosem visceralni

leishmani6zy na ¢lovéka.

3.2 Insekticidni postiiky domi a pristieSkii domacich zviiat

Aplikace insekticidd na zdi lidskych obydli nebo pfistteski domdacich zvitat zavisi na
dostupnosti odpovidajiciho vetejného zdravotnictvi a infrastruktury. To zahrnuje predev§im
zasobovani insekticidem a jeho pfiméfené davkovani, dale pak vybaveni a vySkoleni
odbornych pracovnikil a samoziejmé bezpecnost aplikace (Alexander a Maroli 2003).
Nicméng¢, insekticidni postiiky vnéjsich i vnitinich zdi pyretroidy jsou ¢asto pouzivany
v programech na kontrolu leishmanidz. V této souvislosti je potieba studovat, jaky skute¢ny
entomologicky dopad a rezidualni efekt tato insekticidni oSetieni maji. Aplikace insekticidil
na zdi je efektivni pro redukci denzity flebotomt uvnitt domd, tedy pro kontrolu endofagnich
druhti, zatimco pii redukci exofagnich druhti neni ucelna (Falcao a kol. 1991, De Silans a kol.
1998).

Davies a kol. (2000) publikovali efekt postiiku vnitinich zdi lambda-cyhalothrinem na
pienos Leishmania peruviana v Peru. Pii koncentraci insekticidu 25 mg/m? byl letalni G¢inek
po kontaktu hmyzu s oSetienou zdi 100%. Pokles efektu nebyl pozorovan 6 mésict po
aplikaci latky. Postiiky signifikantné redukovaly pocty Lutzomyia verrucarum a Lu. peruensis
uvnitf osetfenych domt o 78 %, respektive 83 %. A, co je vyznamnéjsi, riziko infekce
leishmaniozou bylo u obyvatel domti redukovano o 54 % (Davies a kol 2000). Rezidualni
efekt je vSak siln€ zavisly na povrchu zdi a materialu, ze kterého jsou domy postaveny. U
zdénych domii z nepalenych cihel klesal efekt postiiku zdi cypermethrinem (125 mg/m?) jiz
od tfetitho mésice po oSetfeni a byl nedostatecny po ¢tvrtém mésici. Naproti tomu u dievéného
povrchu byl efekt rezidualni aktivity s mortalitou 100 % Lu. longipalpis prodlouzen az do
patého mésice (De Silans a kol. 1998).



Posttik vnitinich zdi domt v kolumbijské vesnici obklopené lesem pomoci 1%
deltamethrinu (500 mg/m?) nemél patrny efekt na vnikani Lu. youngi a Lu. columbiana do
obydli, 1 prestoze se insekticidni aktivita oSetifeného povrchu béhem studie (Ctyt mésicl)
nezmenila. Byla ale pozorovana zména aktivity a chovani flebotomt pronikajicich do
oSetienych domt ve srovnani s kontrolnimi. Pocet jedincti odchycenych do lepovych pasti
uvniti domi byl signifikantné nizsi (P = 0,004) u kontrolnich ptibytkd nez u osetfenych
deltamethrinem. To by mohlo byt vysvétleno poklesem mobility a 1étaci schopnosti po
kontaktu s insekticidem aplikovanym na zdi (Alexander a kol. 1995a).

Lacinym a t¢innym insekticidem je DDT. V rozvojovych zemich je jeho pouziti
povoleno k rezidualnimu postiiku obydli. Kaul a kol. (1994) zjistili, Ze dvoji posttik vnitinich
¢asti domt pomoci DDT poskytuje vesnici u¢innou ochranu proti Phlebotomus argentipes
behem celé sezony. V neosetiené vesnici (vychodni Uttar Pradesh, Indie) byla populace
P. argentipes vysoce reprodukéné aktivni, zatimco ve vesnici, kde bylo aplikovano DDT, se
vyskytlo pouze nékolik jedincti tohoto pfenasece visceralni leishmaniozy (Kaul a kol. 1994).

Efektivita rezidualnich postiikli souvisi se stupném, jakym jsou populace flebotomi
adaptovany na prosttedi vytvorené ¢lovékem a stejné tak i na velikosti oSetfen¢ho uzemi.
Tedy tento zplisob kontroly flebotomt bude vice ucelny v méstskych zastavbach, kde budou

postiikem oSetfeny vSechny domy a zvifeci pristfesky (Alexander a Maroli 2003).

3.3 Insekticidni postriky v terénu

Dalsi zptisob, jak redukovat pocty flebotomil, jsSou bariérové postiiky vegetace, postiiky
kment stromd a odpoéivacich mist nebo lihnist. Usp&sny vysledek posttiku lesni vegetace je
uréen Ctyfmi zékladnimi pfedpoklady: 1) cilena populace flebotomt musi byt aktivni nebo mit
odpocivaci mista v lesnich porostech, 2) insekticid musi mit dlouho trvajici residualni efekt,
3) flebotomové musi byt v kontaktu s insekticidem dostate¢nou dobu, aby byl vyvolan
toxicky efekt, a 4) protektivni oSetiend zona musi byt dostatecné Siroka, aby ji hmyz nemohl
piekonat bez pfistani (Perich a kol. 1995).

Prvni bariérovy postiik s cilem redukovat riziko nakazeni leishmaniézou v deStném
pralese provedli Chaniotis a kol. (1982) na vojenské zakladné v Panamé. Pii aplikaci
organofosfatu malathionu mlznym postiikem dvakrat mesi¢né byla redukce v poctu
flebotomti pouhych 30 % po dobu 9 mésict (Chaniotis a kol. 1982). Lepsi ucinek byl ziskan

vV Amazonském pralese pouzitim DDT k postiiku kment, které slouzi jako odpocivaci mista
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Lu. umbratilis. V oSetfeném tizemi byl insekticidni efekt pozorovan po dobu 11 mésict
(Ready a kol. 1985).

Perich a kol. (1995) demonstrovali redukci populace flebotomil v Guatemale za pouziti
pyretroidu cyfluthrinu smichaného s palmovym olejem (3 g aktivni latky/90 m?). Prokézali, ze
100 m Siroka bariéra utvorend postiikem vegetace poskytla signifikantni potlaceni populace
flebotomtl v oSetieném izemi na 3 mésice.

Robert a Perich (1995) vyuzili cyfluthrinu (500 ml 24% cyfluthrinu v 7,5 1 kukufi¢ného
oleje) k redukci P. martini v tropické Africe. Po aplikaci v termitistich a zvifecich norach, kde
flebotomové Casto 7iji, byla populace flebotom uvnitt termitist’ a zvifecich nor redukovéana
po dobu naslednych 12 tydnd. Dva tydny po osetieni byly pocty hmyzu chyceného ve
svételnych pastech snizeny o 90 %. Tyto vysledky ukazuji, Ze takto aplikovany cyfluthrin
poskytuje kratkodobou redukci populace P. martini v osetifeném tzemi (Robert a Perich
1995).

Dalsi moznosti, jak omezit kontakt flebotomt s lidmi, je zamezeni jejich pronikani do
meést a vesnic z okolnich oblasti, kde maji sva odpocivaci mista. K tomuto uc¢elu mohou
slouzit vhodné umisténé insekticidni vertikalni sité, viz Obr. 2. Faiman a kol. (2009)
demonstrovali, Ze hromadné pouZiti vertikalnich siti napuSténych insekticidem, by mohlo

vyznamn¢ redukovat pocty flebotomti v okoli lidskych sidel.

Obr. 2: Bariera umisténa pod ulici Sheizaf v Ma’ale Adumin (Izrael) je tvofena vzajemné se
prekryvajicimi 150 cm Sirokymi pruhy (pfevzato z Faiman a kol. 2009).
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3.4 Individualni ochrana

Osobni ochranu pied kontaktem a pobodanim flebotomy poskytuji rizné insekticidni a
repelentni prostiedky. Jednou z moznosti je pouzivat moskytiéry impregnované pyretroidy,
které maji repelentni i insekticidni efekt a v dob¢ spanku tak uc¢inné chrani obyvatelstvo pted
pobodanim (Alexander a kol. 1995b, Elnaiem a kol. 1999a, Courtenay a kol. 2007, Jalouk a
kol. 2007). K impregnaci moskytiér se nejcastéji vyuziva deltamethrin (Alexander a kol.
1995b, Courtenay a kol. 2007), ale uzit muze byt naptiklad i lambda-cyhalothrin (Elnaiem a
kol. 1999a). Dobrym prostfedkem na ochranu pied endofagnimi druhy mohou byt i zavésy
impregnované insekticidy, které uvniti osetfenych mistnosti znatelné redukuji pocty hmyzu.
Pfi Sir§Sim pouziti by impregnované zavésy a moskytiéry mohly mit reduktivni efekt na lokalni
populace flebotomt (Elnaiem a kol. 1999a,b)

Ochranu mohou poskytnout také rizné difuzibilni repelenty/insekticidy Sifené
elektrickymi rozptylovaci nebo olejovymi svickami. Sirak-Wizeman a kol. (2008) testovali
efekt geraniolu, pfirodniho rostlinného derivatu, a pyretroidu prallethrinu. Prallethrin byl
vysoce efektivni a redukoval pocty P. papatasi v mistnosti 0 95 %, zatimco geraniol se
prokazal jako net¢inny. Tento vysledek je ovSem v kontrastu se studii Muller a kol. (2008a),
kde zapalené 5% geraniolové svicky poskytovaly uvnitf mistnosti ochranu 79,7 % a dokonce
do vzdalenosti 1 m chranily dobrovolniky z 62 % i ve venkovnim prostfedi (Muller a kol.
2008b). Rozdil mohl byt zptisoben tim, Ze Muller a kol. (2008a,b) pouzili k difuzi zapalené
svicky a teplo tedy mohlo zlepsit rozptyl a repelentni efekt geraniolu, zatimco Sirak-Wizeman
(2008) vyuzili k rozsifeni ,,studeny* elektricky rozptylovac.

K osobni ochrané slouzi samoziejmeé i riizné repelenty (napf.: diethyltoluamid - DEET)
aplikované na obleceni nebo pfimo na kiizi. Pouziti téchto repelentli je diilezité hlavné
v oblastech, kde dochazi k pfenosu leishmanidzy exofagnimi druhy flebotomii (Alexander a
Maroli 2003).

V boji s flebotomy a tak pfedchazeni infekci leishmaniézou je nezbytné kombinovat
rizné metody a prostiedky jednak k redukci populaci a jednak k osobni ochrané pied

pobodanim.
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3.5 Vnimavost flebotomi k insekticidiim

Zvysené a opakované pouzivani insekticidi v zemédélstvi a v boji s hmyzimi pienaseci
nemoci muze ptispét k vyvoji rezistence v populacich flebotomii. V nékolika studiich byla jiz
prokazana snizena citlivost k urcitym latkam, napt.: DDT, permethrinu, deltamethrinu
(Amalraj a kol. 1999, Kishore a kol. 2004). Z téchto divodu je potieba studovat vnimavost
jednotlivych druhi flebotomt k riznym druhtim insekticidii, aby mohly byt GispéSné pouzity
V kontrolnich programech.

Tetreault a kol. (2001) stanovili zadkladni vnimavost 4 druhti flebotomt Severni Afriky
a Stfredniho Vychodu (P. bergeroti, P. langeroni, P. papatasi a P. sergenti) k né¢kolika
druhtim insekticidi. Nejvice toxickym byl shledan resmethrin, cyfluthrin a bendiocarb
a nejvyssi uéinné koncentrace byly naopak zapotiebi u DDT. Autory namétené hodnoty pro

P. papatasi uvadim v Tab. 1.

insekticid LDso mg/ml LDgy mg/ml LDgg mg/ml
bendiocarb 0.053 0.103 0.175
cyfluthrin 0.038 0.200 0.774
DDT 0.943 2.130 4.139
malathion 0.548 1.231 2.383
permethrin 0.363 0.630 0.988
resmethrin 0.039 0.130 0.342

Tab. 1: Vnimavost Phlebotomus papatasi k jednotlivym druhim insekticidt (podle Tetreault
a kol. 2001)

Maroli a kol. (2002) studovali vnimavost nové zaloZenych laboratornich kolonii P.
perniciosus a P. papatasi k DDT, lambda-cyhalothrinu a permethrinu v koncentracich 2 %,
0,06 % a 0,2 %. Jako nejvice toxicky se projevil lambda-cyhalothrin a nejméné toxické opét
DDT.

Vnimavost k riznym insekticidiim byla hodnocena i pfimo v pfirodnich podminkéach na
dvou geograficky oddélenych populacich Lu. longipalpis. Populace z Montes Claros byla
V minulosti vystavena plisobeni pyretroida a organofosfatli, zatimco u populace z jeskyné
Lapinha nebyla zadn4 takovato expozice v minulosti evidovana. Vysledky prokazaly, ze
populace z Lapinha byla daleko vice citliva na pisobeni pyretroidi nez populace z Montes
Claros. Vnimavost k organofosfatu malathionu byla ale u obou populaci stejné vysoka. Tyto
vysledky dokazuji, jak dilezité je ohodnoceni citlivosti flebotomt k insekticidiim pied a 1

béhem chemickych zasahli (Alexander a kol. 2009).
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3.6 Kontrola larev prostiednictvim hlodavci krmenych insekticidem

Zda se, ze jednou z novych moznosti, jak u€inné redukovat pocty flebotomt, by mohlo
norach a zivi se hlodav¢imi vykaly. Nékolik studii prokazalo, ze pfidani insekticidu do
potravy kieckii nebo potkanti ma vyznamny efekt na mortalitu larev, které jsou krmeny
vykaly z téchto zvirat (Mascari a kol. 2007a, 2007b, 2008, Wasserberg a kol. 2009).

U larev P. papatasi, které byly krmeny bobky z kfeckt krmenych diflubenzuronem
(inhibitor syntézy chitinu), byly v obdobi kukleni kontrolnich skupin pozorovany
morfologické abnormality (kiehky a prisvitny exoskeleton). Zadna z larev krmenych vykaly
takto osetfenych zvifat se nedokazala Gspé$né zakuklit. Vysledky naznacuji, ze diflubenzuron
pusobi specificky efekt v pribehu kukleni (Mascari a kol. 2007a). Obdobnym zplisobem byly
pouzity i dalsi insekticidy, novaluron (inhibitor syntézy chitinu a regulator ristu) a ivermectin
(produkt Streptomyces avermitilis, blokator nervosvalovych receptorti). Zatimco novaluron
mél Gcinek na svlékani larev z druhého do tfetiho instaru (Mascari a kol. 2007b), ivermectin
pusobi na larvy akutn¢ a ty umiraly rychle, nezavisle na fazi vyvoje (Mascari a kol. 2008).

Wasserberg a kol. (2009) provedli tento experiment s potkany, kterym byl podan
nikotinoidni insekticid imidaclorpid, a efekt byl pozorovan na larvach P. papatasi a Lu.
longipalpis. Vysledky ukazaly, ze prvni instary byly daleko vnimavéjsi k pisobeni této latky
ve vykalech, nez star$i stadia.

V Zadné z téchto studii nebylo zji§téno, Ze by pouzity insekticid mél jakykoli negativni
efekt na experimentalni zvitata. Tyto povzbudivé vysledky davaji podnét k rozvoji noveé
kontrolni metody, ktera bude Setrné k Zivotnimu prostfedi. Pokud se tato metoda, zaloZen4 na
tésném ekologickém spojeni mezi zvifecim rezervoarem a hmyzim vektorem, prokaze jako
ucinnd i v ptirodnim prosttedi, mohla by v budoucnu byt efektivné vyuZita v kontrolnich
programech na potlaceni ptenosu leishmaniéz v oblastech, kde hlodavci hraji ulohu
rezervoarového zvifete. Ve Starém svété se jedna naptiklad o druh Leishmania major,

zpusobujici kozni viedy.
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4 Biologicky boj

Chemické insekticidy s sebou pfinasi fadu problému jako je toxicky efekt na necilové
organismy a mozny vznik rezistence u cilovych organismil. Z téchto diivodu je zapotiebi
hledat nové biologické metody, které nebudou mit vedlejsi i€inky na prostiedi a ostatni
organismy. V této kapitole bych chtéla shrnout jednotlivé moznosti biologického boje.
U flebotomil jsou tyto metody zatim malo pouzivany a na toto téma bylo publikovano jen
omezené mnozstvi praci. Proto budu Cerpat i z publikaci tykajicich se jiného dvouktidlého
hmyzu, zejména komart, kteti jsou flebotomim fyziologicky a morfologicky podobni.

Jednou z moznosti, jak nahradit chemické insekticidy, jsou toxiny entomopatogennich
bakterii Bacillus sphaericus a Bacillus thuringiensis, entomopatogenni houby nebo hlistice.
Mozné vyuziti entomopatogennich hlistic navrhuje prace Secundino a kol. (2002). Nematoda
z ¢eledi Tylenchidae napadaji nového hostitele penetraci kutikuly a vyviji se v sami¢im
abdomenu a zpusobuji jeho zdufeni. Zjisténi, Ze tento parazit napadl laboratorni kolonii Lu.
longipalpis, vedlo k tvaham o jeho budoucim potencialnim vyuziti v biologickém boji
(Secundino a kol. 2002).

4.1 Bacillus sphaericus, Bacillus thuringiensis

Bacillus sphaericus je aerobni ty¢inkovita bakterie vytvaiejici endospory, je Siroce
rozSifena v pudnim a vodnim prosttedi. Behem sporulace vytvareji nékteré druhy krystalovy
protein Btx a béhem vegetativniho ristu toxin Mtx, ktery je asociovany s bunéénou
membranou. Oba tyto proteiny jsou toxické pro hmyz a mohou tedy byt vyuzivany jako
biopesticidy (shrnuto v Baumann a kol. 1991, el-Bendary 2006).
povrchu rostlin. | tato bakterie sporuluje a béhem sporulace vytvaii krystalové toxiny Cry (8-
endotoxin) a Cyt, které jsou toxické pro rizné druhy hmyzu, nematod a protozoi (shrnuto v
Schnepf a kol. 1998, el-Bendary 2006).

Nékolik studii prokazalo, Ze mechanismus plisobeni téchto toxinil zahrnuje nasledujici
kroky: 1) pfijem spory v potrave, 2) solubilizaci krystalovych proteint v alkalickém pH
V mesenteronu, 3) zpracovani protoxinl protedzami a tim aktivovani toxicity, 4) navazani
toxickych proteinli na receptory stfevnich bunék a zména konformace, 5) v€lenéni ¢asti toxinu
do lipidové dvojvrstvy a tvorbu iontovych kanalli a nespecificky pori v cilové membrang,
které narusi osmotickou rovnovahu bunky, viz Obr. 3 (shrnuto v Baumann a kol. 1991,
Schnepf a kol. 1998, el-Bendary 2006).
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Obr. 3: Mechanismus ptisobeni
toxinu B. thuringiensis (podle
Knowles and Dow 1993,
upraveno)

vvvvvv

bunky, tvorbu lytického poéru a zruSeni membranového potencialu, ¢asto pak dochazi k lyzy
epitelialni bunky. Btx toxin (produkt B. sphaericus) zptsobuje ve stfevnich bunkach tvorbu
velkych vakuol a bobtnani mitochondrii (shrnuto v Baumann a kol. 1991, Schnepf a kol.
1998, el-Bendary 2006).

Insekticidni produkty zalozené na toxinech z B. thuringiensis a B. sphaericus jsou
testovany po celém svété u komarti nebo jiného hmyzu a byvaji zatfazeny do kontrolnich
programt (Matanmi a kol. 1990, Becker a Rettich 1994, Su a Mulla 1999, Amalra;j a kol.
2000). To usnadnuje jejich mozné vyuziti v boji s flebotomy.

De Barjac a kol. (1981) publikovali, Ze 6-endotoxin produkovany Bacillus thuringiensis
var israelensis zptsobuje vysokou mortalitu larev Phlebotomus papatasi a Lutzomyia
longipalpis. Larvy ovem musi poziit dostate¢né mnoZstvi toxinu.Yuval a Warburg (1989)
demonstrovali, ze Bacillus thuringiensis var israelensis je po oralnim podani toxicky i pro
dospélce flebotomtll. Dospélci byli krmeni 30% roztokem glukézy, ve kterém byly rizné
koncentrace toxinu (4.4 x 102, 4.4 x 102 a 4.4 x 10™). Zjistili, Ze toxin v koncentraci 4.4 x
1072 zpisobil 100% umrtnost u dospé&lci P. papatasi, 4.4 x 102 uP. argentipesa 4.4 x 10™
u Lu. longipalpis. Autofi navrhli, Ze by v aridnich oblastech (kde je nedostatek cukernych
§tav z rostlin) mohl byt cukerny roztok s toxinem rozstfikovan na substrat a tak pouzit proti
dospélé casti populace (Yuval a Warburg 1989).

Pener a Wilamowski (1996) zjistovali vnimavost larev P. papatasi k Bacillus
sphaericus a publikovali, Ze larvy staré 13 a 20 dni byly vysoce vnimavé k toxickému
plsobeni, zatimco na larvach starych 30 dni nebyl efekt pozorovan. Signifikantni mortalitu
larev (P<0.01) prokazali i Robert a kol. (1997), kdyz dospélctim podavali cukerny roztok

obsahujici B. sphaericus a poté mrtvymi jedinci krmili larvy.
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Efekt B. sphaericus na populace flebotomu (Phlebotomus duboscqi, Sergetomyia
schwetzi) byl studovan i v ptirodnim prostiedi. V blizkosti zvifecich nor a poskozenych
termitist’, kde se tito flebotomové lihnou a odpocivaji, byl na vegetaci stiikan cukerny roztok
obsahujici tyto bakterie. Ve zvifecich norach vzdalenych 10-30 m od postiikané vegetace byla
po dobu 2-12 tydnl pozorovana signifikantné vyssi mortalita larev a zaroven byla redukovana
i populace dospélct. Efekt ovSem nebyl zaznamenan u populaci lihnoucich se a
odpocivajicich v narusenych termitistich, coz mize byt vysvétleno tim, ze tato termitisté jsou
tvotfena velkou siti podzemnich chodeb, a proto se toxin nejspisSe nedostal vSude
V dostatecném mnozstvi (Robert a kol. 1997).

Na zékladé ptedchozich studii byl studovan ucinek vodni suspenze s toxinem
B. sphaericus na lihnuti larev a dospélctu P. duboscqi a S. schwetzi. Bylo prokazano, ze i pti
nizkych koncentraci (0.05, respektive 0.11 mg/cm?) je litnuti larev efektivng inhibovano (o 95
%). B. sphaericus ale neovlivnil lihnuti dospélct z kukel, coz naznacuje, Ze pii topickém

kontaktu nema tato bakterie na dospélce letalni efekt (Robert a kol. 1998).

4.2 Beauveria bassiana

Beauveria bassiana je entomopatogenni houba, ktera byla nalezena u nejriznéjsich
druhtt hmyzu. Charakterizuji ji bilé, pozdéji nazloutlé nebo ptilezitostné nacervenalé kolonie.
Konidiogenni buiiky jsou tvofeny kulovitou bazalni ¢asti a 20 pm dlouhym stonkem. Konidie
jsou hyalinni a formuji se ve shluky. Houba se vyskytuje po celém svété v mirném a
tropickém pasu. Jeji Siroky habitat rozsifeni zahrnuje vysokohorské pudy, viesoviste a
raSelinisté, lesy, ale 1 savany, pisecné duny a pousté. Tuto houbu Ize izolovat z pidy, vody 1
vzduchu, ale i z povrchovych a vnitinich ¢asti rostlin (shrnuto v Meyling a Eilenberg 2007,
Zimmermann 2007).

Pribéh infekce zahrnuje nésledujici kroky: vazbu spory na kutikulu hmyzu, kli¢eni
spory, penetraci kutikuly (mechanicky a s pomoci enzymt), pfekonani imunitniho systému
hostitele, proliferaci a tvorbu hyf uvnitf hostitele, smrt hostitele a produkci novych konidii.
Germinace a UspéSnost infekce zavisi na vnimavosti a aktualnim stavu hostitele a abiotickych
podminkach prostiedi jako je teplota a vlhkost. Germinace je ovlivnéna kutikuldrnimi lipidy,
aldehydy a ketony, které mohou mit antimikrobialni u¢inky. Po uspéSné penetraci houba
zacne produkovat hyty, které jsou pasivné distribuovany v hemolymf€. Rozsahly vegetativni
rust a produkce toxind a proteolytickych enzymt umoziuji houbé napadat dalsi tkané.

Hostitel se snazi branit pomoci fungicidnich sloucenin, inhibitorti protedz a detoxifika¢nich
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proteinil. Inkuba¢ni doba se mtze velmi lisit od né¢kolika dni az po n€kolik tydnh v zavislosti
na vn¢&jSich podminkach, druhu hostitele a virulenci patogenu. Po smrti hostitele za¢ne houba
svou saprofytickou fazi, objevuje se na vnéjsi stran¢ hostitele a produkuje konidie. Pokud se
ale nachazi ve velmi suchém prostiedi, mize pietrvat v hyfalnim stadiu a produkovat konidie
uvnitf mrtvého téla (shrnuto v Meyling a Eilenberg 2007, Zimmermann 2007).

Warburg (1991) studoval vliv spor B. bassiana na dospélce flebotomii. Krmeni
dospélct cukrem s piidanymi sporami nemélo signifikantni ¢inek na mortalitu. Nicméné
spory roztirané na filtra¢ni papir indukovali u P. papatasi a L. longipalpis béhem 4-5 dni
100% mortalitu. V oSetfenych skupinach se tak vyznamné snizil pocet vajec, jelikoz brzka
mortalita gravidnich samic zabranila jejich vykladeni (Warburg 1991).

V jinych experimentech byl testovan vliv B. bassiana na vejce, larvy i dospélce.
Lihnuti z vajec bylo redukovano o 59% a délka Zivota infikovaného dospélce byla zkracena
ze 7 na 5 dni. VéEtsi efekt byl ovSem pozorovan u larev; pii nejvyssi koncentraci (10®
konidii/ml) byla u larev exponovanych konidiim mortalita 100 % a u larev vylihnutych
z exponovanych vajec 88 % (Amora a kol. 2009).

Reithinger a kol. (1997) hodnotili pouziti B. bassiana jako potencialniho zptisobu
kontroly flebotomil na kavovych plantdzich v Kolumbii, kde se komer¢ni preparaty z této
houby vyuzivaji k boji s broukem Hypothenemus hampei (Coleoptera: Scolitidae). Zaroven na
téchto plantazich dochazi k pfenosu leishmaniozy flebotomy (Montoya a kol. 1990, Warburg
a kol. 1991, Alexander a kol. 1992). Ackoli Warburg (1991) v laboratornich podminkach
prokazal, ze B. bassiana flebotomy infikuje a zabiji, Reithinger a kol. (1997) zjistili, ze
komer¢ni preparat této houby neni schopen v ptirodnich podminkéch flebotomy Lu.
longipalpis infikovat. Nicméné, Reithinger a kol. (1997) se domnivaji, Ze na kavovych
plantazich by aplikace smési kment patogennich pro H. hampei a Lu. longipalpis mohla byt

praktickou, bezpecnou a ekonomickou metodou pro redukci pfenosu leishmaniozy.
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4.3 ,, Trypsin modulating oostatic factor« (TMOF)

Hormon ,,trypsin modulating oostatic factor* je komari dekapeptid, ktery ve stfevnich
epitelidlnich bunikach ovliviiuje syntézu proteolytickych enzymii. Je syntetizovan ve
folikularnich bunkach vajecniki po sani krve a uvoliuje se do hemolymfy. Specificky se vaze
na receptory stfevnich epitelialnich bun€k a modulaci translace trypsinové mRNA ukoncuje
syntézu trypsinu. Pokud se komaiim samicim poda TMOF v potravé nebo rektem piimo do
stteva, dochazi k inhibici biosyntézy trypsinu a je tak potlacena vitelogeneze a vyvoj vajicek
(Borovsky 1985, 1988, Borovsky a kol. 1990, 1996). Na zakladé téchto poznatkd se uvazuje o
vyuziti tohoto hormonu v biologickém boji s komary (Borovsky a kol. 1998). Vlivem TMOF
na flebotomy se zabyvam pti svych pokusech Vv laboratofi, a proto jsem se rozhodla vénovat
se tomuto peptidu vice i v jedné z kapitol mé bakalaiské prace. U flebotomt tento hormon
dosud testovan nebyl, proto ¢erpam z publikaci tykajicich se komard, kteti jsou flebotomil

velmi podobni.

4.3.1 Syntéza, sekrece a struktura TMOF

Borovsky (1985, 1988) injikoval ¢aste¢né purifikovany hormon do samic komart a
prokézal, ze moduluje syntézu serinovych proteaz a inhibuje syntézu vitelogeninu a ukladéani
zloutku. Tento hormon pojmenoval ,,trypsin modulating oostatic factor” (TMOF).

Imunocytochemické metody identifikovaly jako misto syntézy TMOF folikularni buiiky
vajecnikd. Samice Aedes aegypti s odstranénymi vajecniky syntetizovaly trypsin kontinualné
64 h po sani, zatimco u kontrolnich samic byla syntéza zastavena po 40 h. Tyto vysledky
ukazuji, Ze faktor z vajecniki reguluje syntézu trypsinu. TMOF u A. aegypti se zacina
syntetizovat 18 h po sani krve a je rychle sekretovan do hemolymfy. Maximalni sekrece je po
33 h a po té zacina rychle klesat, minimalnich hodnot dosahuje 48 h po séni. Syntéza TMOF
vajeCniky koreluje s inhibici syntézou trypsinu ve stievech samic (Borovsky a kol. 1994b).

TMOF nebyl nalezen v mozkovych gangliich dospélcii, coz naznacuje, Ze hormon neni
neuropeptid (Borovsky a kol. 1994b). Pozdé&;jsi vysledky ale ukazaly, Ze u larev a u dospélcti
A. aegypti krmenych cukrem je TMOF syntetizovan téz centralnim nervovym systémem
(Borovsky a Meola 2004).

Pomoci hmotnostni spektrometrie byl hormon charakterizovan jako dekapeptid. TMOF
se v roztoku vyskytuje jako levotocivy a helix a jeho primdrni aminokyselinové sekvence je
NH,-Tyr-Asp-Pro-Ala-(Pro)e-COOH, viz Obr. 4, 5 (Borovsky a kol. 1990, 1993, Curto a kol.

1993). Aktivita hormonu je redukovana pokud jsou na N-konci spolu vyménény

19



aminokyseliny Tyr a Asp nebo pokud je na C-konci vyjmuto dva az pét prolind. To ukazuje,
ze N- i C- konec jsou pro aktivitu peptidu dulezité (Borovsky a kol. 1993). Experimenty

s dvaceti deviti TMOF syntetickymi analogy ukazaly, ze biologicka aktivita hormonu je

obsazena v tetrapeptidu Tyr-Asp-Pro-Ala (Borovsky a Meola 2004).

Obr. 4: 3D NMR model - ,,Aedes aegypti Obr. 5: TMOF ,,stick model*,
trypsin modulting oostatic factor* (Aea- superponovany stereopohled.
TMOF). Na N-konci je podtrzena Hydrofilni aminokyseliny (Tyr’ a
aminokyselinova sekvence prvnich Ctyt Asp?) jsou znézornény Eerveng,
aminokyselin (Tyr-Asp-Pro-Ala), které zatimco hydrofobni aminokyseliny
jsou dilezité pro vazbu TMOF na (Pro®, Ala*, Pro®?) jsou zelené.
membranovy receptor (podle Borovsky NH, konec je dole a COOH konec
2003). nahofte (podle Borovsky a kol.

1994a, upraveno).

4.3.2 Metabolizmus a mechanizmus pisobeni na larvy a dospélce komaru

Oznaceny a purifikovany TMOF byl injikovan do samic Aedes aegypti a byl sledovan
jeho metabolizmus v hemolymf€. Ukazalo se, Ze pokud je hormon injikovan po sani krve, je
pomérné rychle metabolizovan (polocas rozpadu 1.6 h). Pravdépodobné¢ je metabolizovan
endopeptidazami a aminopeptiddzami na pentapeptid a tripeptid. Inhibice syntézy trypsinu
byla tak sledovan v abdomenu, ktery syntetizuje trypsin, ale nemetabolizuje TMOF. Pfi
injikovani TMOF do abdomenu v koncentracich 3 x 10° M a 6.8 x 10 M zpiisobil hormon
inhibici syntézy enzyma typu trypsinu 0 50 a 90 % (Borovsky a kol. 1993).

Limitujicim faktorem vyuziti TMOF v biologickém boji je jeho degradace stfevnimi
proteazami. Shen a kol. (2009) publikovali, jak zvysit stabilitu peptidu a usnadnit jeho
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prechod do hemolymfy; konjugovali TMOF s alifatickym polymerem polyetylenglykolu.
K degradaci takto pozménéného TMOF poté nedochazelo (Shen a kol. 2009).

TMOF nepusobi jako klasické inhibitory trypsinu [napt.: TLCK (p-tosyl-L-lysin-
chlormetylketon), TPCK (p-tosyl-L-fenylalaninchlormetylketon) a soybean inhibitor
trypsinu], které se vazi do aktivniho mista serinovych proteaz a brani hydrolyze. TMOF se
vaze na specifické receptory nachazejici se na sttevnich epitelidlnich buiikach, kontroluje
translaci trypsinové mRNA a blokuje biosyntézu trypsinu (Borovsky a kol. 1990, 1994a,
1996).

Borovsky a Mahmood (1995) studovali vliv TMOF na biosyntézu trypsinu a vyvoj
vajec u samic Aedes aegypti, které byly krmeny krvi s pfidanym Aedes aegypti TMOF (Aea-
TMOF). U samic, kterym byla rektem do stfeva injikovana krev obsahujici Aea-TMOF (20ug
TMOF/3pl krve), byla inhibovana syntéza trypsinu (o 80 %) i vyvoj vajec, zatimco u
kontrolnich samic (kterym byla podéna pouze krev) probihalo trdveni a vyvoj vajec
standardnim zptisobem, viz Obr. 6. Stejné vysledky byly ziskany i v experimentu, kde byl
samicim podan Aea-TMOF sanim krve pfes membranu. TMOF byl tedy transportovan skrz
sténu stteva do hemolymfy, kde se navazal na receptory stfevnich epitelialnich bunék
(Borovsky a Mahmood 1995). Tyto vysledky naznacuji, Ze by oraln€ podavany TMOF mohl
byt efektivné vyuzit jako insekticid. Jako slibnéjsi a praktictéjsi se vSak ukazuji kontrolni
metody orientované na larvy, viz dale.

U larev Aedes aegypti a Culex quinquefasciatus krmenych pivnimi kvasinkami
s adsorbovanym Aea-TMOF byla pozorovana inhibice biosyntézy trypsinu, zpomaleni ristu a
vyvoje a signifikantni mortalita. Zmény V ristu larev zobrazuje Obr. 7. TMOF A. aegypti
indukoval mortalitu larev téhoz druhu, ale i larev jinych komart, konkrétné Culex
quinguefasciatus, C. nigripalpus, Anopheles quadrimaculatus a Aedes taeniorhynchus. To
naznacuje, Ze mnoho druhd komari ma hormon typu TMOF. Ur¢ité rozdily v u¢innosti
TMOF na jednotlivé druhy ale naznacuji, ze analogy u ostatnich druhti jsou obdobné, ale
mohou se lisit v aminokyselinové sekvenci nebo mohou byt rozdilné transportovany ze stieva

do hemolymfy (Borovsky a Meola 2004).
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Obr. 6: Fotografie oocytu vyjmutych ze samic A. aegypti po 48h po podani krve, rektem byla
injikovana krev obsahujici: (a) vodu nebo (b) 20ug TMOF (podle Borovsky a Mahmood
1995).

Obr. 6: Efekt Aea-TMOF na larvalni rist a vyvoj.
Koméii larvy byly krmeny pivnimi kvasinkami
(200 pg) s adsorbovanym Aea-TMOF v riznych
koncentracich (a) 188 ng, (b) 45 pug a (c) bez
piidaného TMOF (podle Borovsky a Meola 2004).

4.3.3 Efekt TMOF na jiné druhy hmyzu

Borovsky a kol. (1993) studovali vliv TMOF (H-YDPAPPPPPP-OH) a jeho analogu
TMOF(B) (H-DYPAPPPPPP-OH) i na jiné druhy parazitickych clenovei: bodalku Stomoxys
calcitrans, tiplika Culicoides variipennis, blechu Cenocephalides felis a flebotoma Lutzomyia
anthophora. Dospélce krmili krvi a poté jim v oblasti abdomenu injikovali do hemolymfy
TMOF nebo jeho analog v riiznych koncentracich (2,3 x 10 -1 x 10° M v 0,25-0,5 pl).
Prokézali, Ze TMOF a TMOF(B) maji urcity vliv 1 na ostatni druhy hmyzu (Borovsky a kol.
1993). V Tab. 2 uvadim vysledky inhibice biosyntézy proteolytickych enzymu u testovanych

druhti hmyzu.
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koncentrace inhibice biosyntézy
o inhibitoru proteolytickych
Druh inhibitor (M) enzymi (% )
Lutzomyia anthophora | TMOF + TMOF(B) 4x 10" 30
Culicoides variipennis TMOF(B) 2,9 x 107 61
Stomoxys calcitrans TMOF 8,2 x10™ 46
Cenocephalides felis TMOF(B) 4,8 x 10" 41

Tab. 2: Efekt injikovaného TMOF/TMOF(B) do hemolymfy na biosyntézu proteolytickych
enzymu (podle Borovsky a kol. 1993).

Nauen a kol. (2001) publikovali, Ze u housenek miry Heliothis virescens je syntéza
trypsinu modulovana obdobnym hormonem jako je Aea-TMOF. Injikovani do hemolymfy
nebo oralni podani Aea-TMOF zpiisobilo u housenek (4. instary) inhibici trypsinové
biosyntézy a rustu (Nauen a kol. 2001).

Z vaje¢niku masarky Neobellieria bullata byl izolovan hexapeptid Neb-TMOF. Tento
hormon, stejné jako Aea-TMOF u komart, ukoncuje u masaiek syntézu trypsinu a vyvoj
vajec. Injikovany hormon do hemolymfy dosp€lcti masaiek inhibuje syntézu travicich enzymu
a zpusobuje redukci koncentrace vitelogeninu v hemolymf¢€ a tim redukuje vyvoj vajec.
Koméii hormon ov§em nema efekt na biosyntézu trypsinu u masaiky a hormon z masatrek

nema vliv na biosyntézu trypsinu u komarti (Bylemans a kol. 1994).

4.3.4 Vyuziti TMOF v biologickém boji

TMOF by mohl byt vyuzit v programech biologického boje ke kontrole skodlivych
druht hmyzu, které jako své hlavni travici enzymy vyuZivaji serinové proteazy. Je ale potieba
zajistit 0¢inny komer¢ni produkt. V disledku toho jsou testovany metody produkce TMOF.
Hormon byl inkorporovan do obalového proteinu (CP) viru tabakové mozaiky (TMV).
Rostliny, do kterych byla injikovana hybridni virovd RNA, akumulovaly TMOF ve svych
listech. Infikovanymi tabakovymi listy byly krmeny housenky Heliothis virescens. TMOF
obsazeny v listech zptisobil zpomaleni rustu housenek a inhibici trypsinové a
chymotrypsinové aktivity v jejich stfevech (Borovsky a kol. 2006).

Krmeni larev komari pivnimi kvasinkami s adsorbovanymi CP-TMOF viriony opét
zpisobilo inhibici trypsinové aktivity (o 90 %), zpomaleni riistu a naslednou smrt. Tyto
vysledky potvrdily diivé;si studii Borovsky a Meola (2004), kde TMOF adsorbovany na
kvasinkach inhiboval trypsinovou aktivitu u larev Aedes aegypti a Culex quinquefasciatus.
Virus tabdkové mozaiky ma Siroky hostitelsky rozsah, a tudiz by exprese TMV-TMOF

Vv rostlindch mohla byt vyuzita k ochrané rostlin pfed Skiidci a ke kontrole vektord (Borovsky
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a kol. 2006). Borovsky tspésné exprimoval TMOF i v fasach rodu Chlorella, krmeni
rekombinantnimi fasami zptsobilo smrt larev do 72 h (Borovsky a kol. 1998).

Tyto experimenty ukazuji, ze by genetické inzenyrstvi a posléze komer¢ni produkce
TMOF kvasinkami nebo rostlinami mohlo byt Gispé$né vyuzivano ve vyvoji biologickych
insekticidl, které¢ by mohly vyfesit problém uzivani Spatn¢ odbouratelnych a toxickych

chemickych latek.

4.4 DalSi moznosti biologického boje

Sani krve je sice dilezitou soucasti zivotniho cyklu flebotomi, avsak jejich hlavnim
zdrojem energie jsou cukerné $tavy z rostlin. Pfi hledani novych moznosti jak omezit ptenos
leishmanidzy bylo objeveno, Ze ur€ité druhy rostlin jsou toxické jednak pro leishmanie
vyvijejici se v ptenaseci (Schlein a Jacobson 1994, Jacobson a Schlein 1999) a jednak mohou
vyrazné zkracovat délku zivota flebotomt (Schlein a kol. 2001). Sani infikovanych
P. papatasi na rostlinach Ricinus communis, Capparis spinosa a Solanum luteum zptsobilo
u Le. major vyraznou mortalitu (> 50 %) a vétSina promastigott (46-88 %) byla deformovana
(Schlein a Jacobson 1994). Pokusy s rostlinami Ricinus communis a Boungavillea glabra
prokazaly, Ze tyto rostliny mohou zkratit dobu Zivota P. papatasi v priméru ze 48 na 14 dni
(Schlein a kol. 2001). Z téchto vysledkt vyplyva, ze by tyto okrasné rostliny mohly byt
vyuzivany v lokalni ochrané pfed postipanim flebotomy a infikovanim leishmaniozou.

Luitgards-Moura a kol. (2002) zjistovali efekt extrakt z ichtyotoxickych rostlin
Antonia ovata a Derris amazonica, které jsou pouzivané amazonskymi domorodci k rybolovu,
na vyvoj Lu. longipalpis. Ze suchych listii A. ovata a kotenti D. amazonica piipravili extrakty,
které poté nechali vyluhovat ve vod¢, prefiltrovali a vysusili pfi teploté 50 °C. Takto ziskany
pevny extrakt byl zfedén ve vodé v koncentracich 150, 200 a 250 mg/ml a roztok byl
aplikovan na filtra¢ni papir. Jedinci Lu. longipalpis byli umisténi do sklenénych trubic se
dnem pokrytym oSetfenym filtraCnim papirem. Béhem expozice (72 h) byla kazdé 2 hodiny
zjiStovana mortalita. Po 72 h byla mortalita flebotomi vysoka u obou druhti rostlin; 80 % u A.
ovata (LDsp = 233 mg/ml) a 100 % u D. amazonica (LDsp = 212 mg/ml). Zatimco mortalita
V kontrolnich skupinach nikdy neptesahla 13 %. Derivaty z téchto rostlin by tedy mohly byt
soucasti novych insekticidd (Luitgards-Moura a kol. 2002)

Jednou z dalsich moznosti ke kontrole flebotomtl je vyuziti synteticky vyrabénych
samcich feromont. Samci Lu. longipalpis produkuji pohlavni feromony, které jsou velmi

dualezité pti pareni k agregaci a lakani samic (Morton a Ward 1989, Jones a Hamilton 1998).
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Tyto feromony (terpeny) jsou produkovany zlazami nachazejicimi se v abdomenu samcti.
Pted i béhem pafeni jsou sekretovany abdominalnimi pory a poté jsou rozptylovany rychlym
pohybem kiidel (Lane a Ward 1984). Uziti insekticidi a pasti v kombinaci se syntetickymi
feromony a hostitelskymi kairomony by mohlo byt uzito k lakéani a zabijeni samic v
oSetieném uzemi (Morton a Ward 1990, Kelly a Dye 1997).

Bray a kol. (2009) prokazali, Ze synteticky pfipraveny feromon 9-metylgermacrene-B
laka samice a ma stejnou biologickou aktivitu jako pfirodni feromon, ktery je produkovan
jedinci Lu. longipalpis. Feromon 9-metylgermacrene-B je vyrabén z derivatu izolovaného
z rostliny Geranium macrorrhizum. Efekt tohoto syntetického feromonu v kombinaci s CDC
a lepovymi pastmi a kufecimi kairomony byl studovan v pfirodnim prostfedi. Jedinci obou
pohlavi byli 1dkani do pasti pomoci davkovace, ktery uvoliioval do prostiedi feromon ve
stejné koncentraci, jako produkuji agregovani samci. Vysledky ukézaly signifikantni rozdil
V poctu samic 1 samcil chycenych do kontrolnich pasti a do pasti s rozptylovacem feromonu.
V kontrolnich pastech bylo nalezeno piiblizn¢ Sestkrat mén¢ jedinct Lu. longipalpis, vysledky
tykajici se samic uvadim v Obr. 8. Tato studie ukazuje potencialni vyuziti pohlavnich
feromoni flebotomt v kontrolnich programech, kdy by pii vhodném rozmisténi
feromonovych pasti mohly byt uc¢inné redukovany populace Lu. longipalpis (Bray a kol.
2009).

Chycené
samice

H

|
l

CDC pasti lepové pasti

Obr. 8: Primérny pocet samic Lu. longipalpis odchycenych do testovanych pasti
s rozptylova¢em feromonu - tmavé sloupce, a kontrolnich pasti bez feromonu - svétlé sloupce
(podle Bray a kol. 2009, upraveno).
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5 Zavér
Ve své praci shrnuji metody a moznosti boje s flebotomy, ktefi jsou pfenaSeci
leishmani6zy. Boj s pienosem leishmaniéz komplikuje Spatna dostupnost a rozmanitost

ey

biotopu, ve kterych flebotomové ziji. Zakroky jsou zaméfené zejména na dospélce, ackoliv
V laboratofich je efektivnost novych chemickych a biologickych insekticidl uspésné testovana
1 na larvalnich stadiich.

Soucasné kontrolni programy vyuzivaji predevs§im aplikace riznych chemickych
insekticidd. Jednotlivé druhy a populace flebotomi se v§ak mohou lisit v citlivosti na
insekticidy nebo se vii¢i nim mohou stat rezistentnimi. V ramci kontrolnich programt je proto
vhodné studovat vnimavost cilové populace flebotom k jednotlivym druhtim insekticidd.
Zaroven je nutné testovat nové metody chemického boje, které budou tcelné a zaroven
nebudou zatézovat Zivotni prostiedi a necilové organismy. Jednou z moznosti je ptidavat
insekticidy do krmeni hlodavcd, jejichZ vykaly jsou zdrojem potravy pro larvy flebotomii.
Experimenty jsou zatim Uispé$né pouze Vv laboratofi, je tedy nutné zhodnotit efekt této metody
Vv ptirodnich podminkéch. Hlodavciim by insekticid mohl byt podavan v podobé pelet, které
by byly distribuovany v okoli hlodav¢ich nor.

Vyvoj a pouziti biologickych kontrolnich metod je v tplnych pocatcich, v boji
s flebotomy by mohly byt vyzity entomopatogenni bakterie (Bacillus sphaericus, B.
thuringiensis) nebo entomopatogenni houby (Beauveria bassiana). Na toto téma je ale
publikovano omezené mnoZstvi praci a témét zadné terénni studie, které by prokazaly
efektivnost komercnich preparatl vyrabénych z téchto mikroorganizmi. Dal$imi moZnostmi
biologického boje jsou aplikace feromonovych pasti nebo péstovavani toxickych rostlin.
Biologické metody je tieba dale studovat, aby byly levné a efektivni a mohly v budoucnu
nahradit pouzivani chemickych insekticidu.

Ve své praci zaroven zmifiuji hormon TMOF, o némz se vazné uvazuje jako o
biologickém insekticidu ke kontrole komart. Na zakladé podobnosti komart a flebotomi
testujeme ucinky TMOF na dospélé samice Lutzomyia longipalpis. Piedbézné pokusy
ukazaly, ze koncentrace 28 mg/ml snizuje aktivitu trypsinu ve stfeve nasatych samic Lu.

longipalpis 0 10 - 40 %. Zaroven dochazi u téch samic k inhibici tvorby vajec. Vlivu TMOF

na traveni a tvorbu vajec u flebotomt bych se chtéla vénovat i ve své diplomové praci.
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