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ABSTRAKT

Hlavnym cielom tejto prace bolo testovat’ séra domadcich zvierat z endemickych oblasti
visceralnej leishmanidzy Vv severnej a severozapadnej Etiopii na pritomnost’ protilatok proti
slinnym zl'azam predpokladaného vektora P. orientalis atak objasnit’ spravanie tohto
flebotoma a tlohu domacich zvierat v prenose visceralnej leishmaniozy.

Specifické IgG protilatky proti slinam P. orientalis boli testované u psov, hovéidzieho
dobytka, koz, oviec a somarov. Cut-off hodnotu upsov presahovalo 76 % vzoriek,
U hovéadzieho dobytka 15 %, ukdz 26 %, u oviec 60 % au somarov 45 % vzoriek.
V porovnani s kontrolnymi sérami boli signifikantne vysSie hladiny protilatok proti slindm
P. orientalis u etiopskych sér pozorované u psov, hovidzieho dobytka, koz, oviec a somarov.
V pripade krav, kdz a somarov boli ale hladiny cut-off neobvykle vysoké a je preto otazne
nakolko su ziskané vysledky relevantné. U psov boli tiez merané anti-P. orientalis 1gG2
protilatky, u88 % etiopskych sér sme pozorovali signifikantne vySSie hladiny IgG2
V porovnani s kontrolnymi sérami.

Daldim cielom bolo zistit' pomocou imunoblotingu, &i etiopske psie séra s anti-P.
orientalis protilatkami reaguju s proteinmi slinnych zliaz iného krvsajuceho hmyzu. V slinach
flebotoma Sergentomyia schwetzi s ¢astym dominantnym zastGpenim v Etidpii psy
rozpoznavali najmd 36, 37 a 51 kDa proteiny. V pripade kosmopolitne rozSireného koméara
Culex quinquefasciatus psy vyrazne rozpoznavali 22 a 58 kDa proteiny. Etiopske psie séra
tiez skrizene reagovali s 50 kDa proteinom slinnych Zliaz novosvetského flebotoma
Lutzomyia longipalpis. Naproti tomu u experimentalne pobodanych mysi nebola pozorovana
ziadna skrizena reakcia medzi P. orientalis aS. schwetzi amedzi P. orientalis aC.
quinquefasciatus, skrizena reakcia bola viditelna iba v pripade mysi s protilatkami proti
P. orientalis s antigénmi L. longipalpis.

V tretej Casti sme pomocou MALDI TOF/TOF analyzéru skiimali proteinovy profil
slinnych zliaz dvoch kolénii P. orientalis pochadzajucich z réznych lokalit a zistili sme, ze
proteinové zlozenie ich slin sa neliSi. Zaznamenali sme 12 proteinov patriacich do 7 rodin:
yellow-related, apyraza, D7-related, PpSP15-like, Ag5-related, ParSP25-like a PpSP32-like.
Etidpske psy pri imunoblotingu so slinnymi zl'azami P. orientalis rozpoznavali najma proteiny
patriace do rodin ParSP25-like (32 kDa), apyraz (37, 38, 40 kDa) a yellow-related
(42, 44 kDa).

KPacové slova: Etiopia, Phlebotomus orientalis, domace zvierata, protilatkova odpoved’,

proteinovy profil, skrizené reakcie



ABSTRACT

The main aim of this thesis was to test sera of domestic animals from endemic areas of
visceral leishmaniasis in north and northwest Ethiopia for antibodies against presumed vector
P. orientalis salivary glands and to clarify behavior of the sand fly and the role of domestic
animals in transmission of visceral leishmaniasis.

Specific 1gG antibodies against P. orientalis saliva were tested in dogs, cattle, goats,
sheep and donkeys. Above the cut-off value there was 76 % analyzed dogs, 15 % cattle, 26 %
goats, 60 % sheep and 45 % donkeys. Dogs, goats and donkeys revealed significantly higher
anti-P. orientalis antibodies compared to control animals. In the case of cattle, goats and
donkeys cut-off levels were very high and is questionable if observed results are relevant.
Canine sera were screened also for anti-P. orientalis 1gG2 and 88% of Ethiopean sera
revealed significantly higher IgG2 than control sera.

The next aim was to detect if canine sera from Ethiopia with anti-P. orientalis
antibodies react with other bloodsucking insect saliva by using immunoblotting method. In
saliva of sand fly Sergentomyia schwetzi, which is abundant in Ethiopia, canine sera reacted
mostly with 36, 37 and 51 kDa proteins. Mosquito Culex quinquefasciatus is cosmopolitan
species and canine sera most intensely recognized 22 and 58 kDa proteins. Ethiopian canine
sera also cross-reacted with the 50 kDa protein band in New World sand fly Lutzomyia
longipalpis saliva. Mouse experimentally bitten by P. orientalis cross-reacted with
L. longipalpis saliva but no cross-reaction was observed with S. schwetzi and C.
quinquefasciatus salivary antigens.

In the third part salivary glands protein profile from two colonies of P. orientalis,
which come from different areas was analyzed by using MALDI TOF/TOF analyzer. It was
found out that the salivary proteins did not differ. We recorded 12 proteins belonging to the
7 families: yellow-related, apyrase, D7-related, PpSP15-like, Ag5-related, ParSP25-like
a PpSP32-like. Canine sera from Ethiopia recognised on immunoblot mostly proteins from
ParSP25-like (32kDa), apyrase (37, 38, 40 kDa) and yellow- related (42, 44 kDa) families.

Key words: Ethiopia, Phlebotomus orientalis, domestic animals, antibody response, protein

profile, cross-reactions



R U0 ) ) I PP UPRTPRN 8
2 LITERARNY PREHEIAD............cooiiiiiiiiiiieiees e 10
2.1 Visceralna 1eISNMANIOZA ............eeeiiiiiii ittt e e eabee e e s ebaeeeeaans 10
2.2 Visceralna leishmanioza v krajinach vychodnej Afriky ........cccoovvviiiiiiiiiiiiiic e, 10
2.3 Uloha Phlebotomus orientalis V Pren0se VL.........ccieeeeiereieeeseeseseissssesessssesseseseees 14
2.3.1 Phlebotomus orientalis ako prenasac VL.........cccooeiiiiiiiiniiieccceec e 15
2.3.2 Habitat Phlebotomus orientaliS..........cccooiiieiiiiiiieiec e 16
2.3.3 Sezonalita Phlebotomus orientalis. ... 17
2.3.4 Spravanie a vyvoj Phlebotomus orientalis............ccccooiiiiiiniiiiiccee 18
2.3.5 Rizikové mapy vyskytu Phlebotomus orientalis..........ccccoovviiiiiiiiiinniicic e 18
2.3.6 Kontrola Phlebotomus orientalis a ochrana 0sob ...........c.ccoovviviiiiieniienincse 19

2.4 Uloha zvierat v prenose Leishmania donovani............cccoceveeeeveieesiesreseessesssssensenens 21

2.5 Vyuzitie protilatkovej odpovede proti slindm flebotomov a inych

Krvsajucich ClANKONOZCOV .....viviiiiiiiiiciiee e 23
SIMETODIKA ..ot b et bbbttt ab ettt 27
3.1 ChoV FIEDOTOMOV ... 27
3.2 Pitvanie SHNNYCh ZHAZ ........ccvoiiiiiiiiiieee s 27
3.3 OAODEIANIE SET ......veeiiieiiieiiie ettt ettt b et b e e b e s e e s e e nr e e nne e 28
B ELISA et bbb 29
3.5 Elektroforéza (SDS — PAGE) ......ccoiiiiiiiiiiiniseee s 31
3.6 IMUNOBIOL. ...t e 32
3.7 Farbenie gelu Striebrom ..........ccooiiiiiiiiiiiiiic e 33
3.8 HMotnostna SPEKLrOMELIIa .. ...vviiviiiierieieiee e 34
3.9 Statistika & POUZILE PIOGIAMY........coevrrrerrreeerceesesieeeeseseessesessesssessssessssssessesessssssseneessess 34

B VYSLEDKY .....ooouivimitimeiemmessssesssasessesssssesssesssssesssssess st st ssssssssesssssssssssssssans 36
4.1 Protilatkova odpoved’ doméacich zvierat na pobodanie Phlebotomus orientalis ............ 36
4.1.1 Protilatkova odpoved U psSICh SET.......c.oovviiiiiiei e 36
4.1.2 Protilatkova odpoved’ u sér z hovadzieho dobytka ...........cccoooviiiiniiiiii 39
4.1.3 Protilatkova odpoved u Kozich SEr.........ccoviiiiiiiiiiic 40
4.1.4 Protilatkova odpoved u OVEICh SET.......cccciiiiiiiiiic 41
4.1.5 Protilatkova odpoved’ u SOMATICh SET.........ccvuiiiiiiiiiiii e 42

4.2 Imunobloting proteinov slinnych zliaz flebotomov so psimi sérami...........cc.ccvverriveennee 44

4.3 Proteinovy profil Phlebotomus orientalis...........coooiiiiiiiiiiiiiiie e 48



5DISKUSIA ...
6 ZAVERECNE ZHRNUTIE

7 ZOZNAM POUZITEJ LITERATURY .....cooooiviiiiieicissseseesesesseseesies s



1 UVOD

Visceralna leishmaniéza je ochorenie vyskytujuce sa vo viac ako 60 krajinach sveta, jej
povodcami su leishmanie z komplexu Leishmania donovani. Vo vychodnej Afrike je
visceralna leishmanidéza pomerne rozsirena, k najviac postihnutym krajindm patri i Etidpia.
Za posledné roky sa tu okrem znamych endemickych oblasti objavili nové lokality
S hlasenymi pripadmi visceradlnej leishmanidozy na severe a severozapade krajiny.
Predpokladanym vektorom L. donovani v Etiopii je Phlebotomus orientalis (podrod
Larroussius). Doteraz tu nie je stale vyjasneny spdsob prenosu ochorenia, moze sa teda jednat’
0 antropondzu alebo zoono6zu, popripade mdézu byt oba typy prenosu prepojené. Predpoklada
sa, ze pocas epidémii je prenos antroponoticky, ale v obdobiach medzi epidémiami koluje
ochorenie v ramci rezervoarovych hostitelov, ktori nie st doteraz znami. Zaroven nie je
zname na akych hostiteloch P. orientalis saje aakt tGlohu maji v prenose visceralnej
leishmani6zy doméce zvierata.

Pocas satia na hostitel'ovi injikuje flebotomus do rany sliny, ktoré stimulujua
protilatkova a bunecnti imunitu. O protilatkach proti zlozkdm slinnych Zliaz flebotomov sa
uvazuje ako o moznom ukazovateli expozicie flebotomom hlavne z dévodu, Ze protilatkova
odpoved’ je druhovo Specificka. Protilatky by sa dali vyuZit’ aj ako ukazovatele rizika prenosu
leishmanidzy na hostitel’a.

Phlebotomus orientalis je vo vychodnej Afrike druhom pomerne rozsirenym. V nasej
praci sme protilditkova odpoved’ vyuZili k tomu, aby sme zistili ¢i domdace zvierata
z endemickych oblasti severnej a severozapadnej Etiopie prichadzaju do styku s P. orientalis.
Chceli sme tak objasnit’ spravanie tohto flebotoma a tiez ulohu domacich zvierat v cykle
leishmani6ézy. Dalej sme ako prvi skimali proteinové zloZenie jeho slinnych Zliaz a mozné
skrizené reakcie s inymi druhmi krvsajiceho hmyzu. Analyza proteinového profilu slin je
prinosnd hlavne z hl'adiska identifikdcie imunodominantnych proteinov a ich naslednej
produkcie v podobe rekombinantov. Rekombinantné proteiny by sa dali vyuzit' ako vhodné
ukazovatele expozicie, ¢im by sa vyrieSil problém ziskavania slinnych zliaz pitvanim, ked'ze
tento postup je asovo narony a pracny. DalSou dolezitou vyhodou by bolo zvysenie
Specificity reakcii, ked’Ze by sa zniZilo riziko moZnych skrizenych reakcii medzi jednotlivymi

druhmi krvsajiiceho hmyzu.



Hlavné ciele tejto diplomovej prace preto boli:

zistit', ¢i domace zvierata z Etiopie z endemickych oblasti VL maju protilatky
proti P. orientalis

zistit, ktoré proteiny P. orientalis su najviac rozpoznavané protilatkami
v sérach a ¢i dochadza k skrizenym reakcidm sinymi druhmi krvsajuceho
hmyzu

analyzovat' proteinovy profil P. orientalis pomocou MALDI TOF/TOF
analyzéru a porovnat’ proteinovy profil dvoch kolénii P. orientalis z r6znych

lokalit



2 LITERARNY PREHIAD

2.1 Visceralna leishmanioza

Leishmanioza je ochorenie prenasané flebotomami na l'udi a zvieratd. Povodcom su obligatne
intracelularne protozoa z rodu Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatida) parazitujlice
v makrofagoch. Endemicky sa toto ochorenie vyskytuje v oblastiach tropov a subtropov. Je
sposobné viac ako 20 druhmi leishmanii ana l'udi je prendsané viac ako 30 druhmi
flebotomov. V zZivotnom cykle strieda leishmania dve odlisné formy: flagelarnu
promastigotni formu v ¢reve vektora a amastigotnil formu, ktord sa vyvija intracelularne
Vv cicavéom hostitel'ovi. Iba samice flebotomov si schopné preniest’ ochorenie inokulaciou
promastigotov do koZe hostitel'a. Parazity st nasledne internalizované dendritickymi bunkami
a makrofagmi v kozi adochddza kich transformdcii na amastigoty. Nakaza je dalej
diseminovana cez lymfaticky a vaskularny systém (zhrnuté v Chappuis a kol., 2007).

Leishmanioza sa moze prejavovat’ v podobe 3 hlavnych klinickych foriem ako
visceralna, kozna a muko-kutdnna leishmani6za. Visceralna leishmanioza (VL, kala-azar) je
systémové ochorenie, ktoré ak nie je lieCené, ma fatdlne nasledky. Pdévodcom st
leishmanie z Leishmania donovani complex: st to L. donovani sensu stricto vo vychodnej
Afrike a Indickom subkontinente a Leishmania infantum v oblasti Mediterannu, Blizkeho
vychodu a Strednej Azie po Pakistan, Ciny, Strednej a Juznej Amerike (zhrnuté v Gramiccia
a Gradoni, 2005). Prenos VL mdze mat’ charakter:

e zoondzy — prenos zo zvierata na ¢loveka prostrednictvom flebotoma; charakteristické
pre L. infantum, kde hlavnym rezervoarovym zvieratom su psy
e antropondzy — prenos z ¢loveka na ¢lovek prostrednictvom flebotoma; charakteristické

pre L. donovani v Indii (zhrnuté v Chappuis a kol., 2007)

Inkubac¢na doba ochorenia trva 2 — 6 mesiacov a hlavnymi symptomami je horucka,
strata vahy, hepato/splenomegalia, lymfadenopatia a anémia (zhrnuté v Chappuis a kol.,
2007). Vyskyt VL je hlaseny v 65 krajindch, rocne sa objavuje asi 500 000 novych pripadov,
90 % pripadov je z chudobnych vidieckych a suburbannych oblasti Bangladésu, Indii, Nepalu,
Sudénu a Brazilie (Desjeux, 2004).

2.2 Visceralna leishmanioza v krajinach vychodnej Afriky

Najviac postihnutymi krajinami vychodnej Afriky st Sudan, Kena, Uganda, Somalsko
a Etiopia. V Sudane je hlavnym endemickym regionom s vyskytom visceralnej leishmaniozy
oblast’ vychodu krajiny pozdiZ hranic s Etiépiou (El-Safi a kol., 2002; Dereure a kol., 2003)

a oblast’ zapadného Horného Nilu v Juznom Sudane (Seaman a kol., 1996; Collin a kol.,
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2004) (Obrazok 1). Jedna z najhorSich zaznamenanych epidémii, ktora sa odohrala v oblasti
zapadného Horného Nilu, zabila v rokoch 1984 — 1994 priblizne 100 000 T'udi, teda jednu
tretinu obyvatel'stva tejto oblasti. Od roku 1984, kedy epidémia zacala, bola hlasena 38 — 57%
umrtnost’. Pritom v oblasti zdpadného Horného Nilu nebol do roku 1984 zaznamenany ziaden
pripad VL. Hlavnymi faktormi vzniku tejto epidémie bol zaciatok vojnového konfliktu v tejto
oblasti s naslednym stahovanim obyvatel'stva (pravdepodobné zavleCenie infekcie
z endemickych oblasti), naruSenim infraStruktary, zdravotnickej starostlivosti a nedostatkom
potravy (Seaman a kol., 1996).

V Keni je VL endemickd v polopustnych oblastiach zahriiujucich kraje zapadnej
a severozapadnej provincie Rift Valley a kraje centralnej a juznej Vychodnej provincie. Nové
pripady VL boli hlasené vrokoch 2000 — 2001 z predtym neendemickej oblasti
Severovychodnej provincie (zhrnuté v Tonui, 2006) (Obréazok 1).

V Ugande je vyskyt ochorenia obmedzeny na poloptstne niZiny v oblasti Pokot na
vychode krajiny. Jedna sa o pokracovanie endemickej oblasti Zapadny Pokot (provincia Rift
Valley) v Keni (zhrnuté v Ngure a kol., 2009) (Obrazok 1).

V Somalsku je VL hlasend z oblasti na juhu krajiny zahriiujucich pobrezné lokality,
oblast’ popri ricke Shebelle a region Dolna Juba a z mesta Baidoa Vv regione Bay v centralnej
Casti juhu krajiny (zhrnuté v Ngure a kol., 2009) (Obrézok 1). Situdcia v Somalsku je ale

vel'mi neprehl'adna hlavne z dévodu pretrvavajucich politickych a vojnovych konfliktov.

Khartoum
SUDAN ° Asrpara
® r»L‘ERITREA
. o
[

d Addis Abaga SOMALIA

SOUTH SUDAN ETHIOPIA
]ulaa .‘ @] ® ®

{7

M ish
UGAND;%' KENYA. ogadishu

Kampala Ngrob’ Y
‘@

Obrazok 1. Endemické oblasti s VL v krajinach vychodnej Afriky (situacia v roku 2011)
(upravené podrla http://endtheneglect.org)

11


http://endtheneglect.org/

V Etiopii bol prvy pripad VL dokumentovy v roku 1942 v juznej Casti krajiny.
V sucasnosti je odhadovany pocet pripadov 2000 az 4500 za rok. Endemické oblasti sa
nachadzaju v nizinach severozapadu krajiny, V centralnej, juznej a juhozapadnej Casti krajiny
(WHO) (Obrazok 2). Situacia v Etiopii bude rozobrana podrobnejsie, pretoze naSe testované

séra i kolonie flebotomov Phlebotomus orientalis a Sergentomyia schwetzi pochadzaja prave
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Obrazok 2. Lokality shlasenym a predpokladanym vyskytom VL v Etiépii (situacia
v roku 2011): 1 niziny severozapadu; 2 niziny Omo (juhozapad krajiny); 3 roviny Aba Roba
(juh krajiny); 4 vysociny severozapadu; 5 oblast’ Sheraro (sever krajiny); 6 dolina Awash

(severovychod krajiny) (upravené podla http://www.worldmapfinder.com)

Niziny severozapadu (Obrazok 2, oblast’ [1]) (500 — 700 m.n.m.) v okoli Humery
(region Tigray) a Metemy (region Amhara) popri hraniciach so Sudanom majli incidenciu
1000 — 2000 pripadov za rok (zhrnuté v Ngure a kol., 2009). V tejto oblasti je hlasena
I vysoka proporcia pacientov s VL, ktori st zaroven infikovany s HIV. Medzi rokmi 1998 az
2006 vzrastlo percento koinfikovanych pacientov z 18,5 % na 40 % (zhrnuté v Alvar a kol.,
2008). Lyons akol. (2003) vo svojej Stadii, ktora prebiehala v regione Tigray (severna
Etiopia) zistili, ze VL-HIV koinfikovany pacienti maju 4x vysSie riziko imrtia ako pacienti

s VL ale HIV negativny.
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Dal§im dlhodobo znamym endemickym ohniskom VL je oblast’ juhozapadnej a juZne;
Etiopie, ktora zahriiuje niziny okolo rieky Omo a roviny Aba Roba (Obrazok 2, oblast’ [2, 3]).
Vicsina oblasti sa nachadza v nadmorskej vyske 375 — 1000 m.n.m. (Fuller a kol., 1979; Ayle
aAli, 1984).

V roku 2005 bol pozorovany narast pripadov VL v kraji (wereda) Libo Kemkem
(region Amhara) vo vysoc¢inach (2000 m.n.m.) severozapadnej Etiopie (Obrazok 2, oblast
[4]). Vtejto oblasti bolo predtym zaznamenanych iba niekol’ko pripadov, ktoré boli
pravdepodobne do tejto oblasti zanesené robotnikmi vracajicimi sa zo sezénnych prac
V nizinach na hraniciach zo Sudanom. Epidémia zacala v subkraji (kebele) Bura v kraji Libo
Kemkem v roku 2003, nasledne bol vroku 2004 zaznamenany vyrazny narast d’alSich
pripadov a umrti. Podobny trend bol aj vroku 2005, kedy od maja do juna bolo
diagnostikovanych 201 novych VL pripadov a7 tmrti. Narast pripadov bol pozorovany aj
v d’alsich subkrajoch kraja Libo Kemkem a susediaceho kraja Fogera. V poslednej tretine
roku 2005 pocty pripadov VL kulminovali. V priebehu rokov 2006 — 2007 sice doslo
K znizovaniu pocétu pripadov, ale bez naznaku vymiznutia ochorenia z oblasti, da sa teda
predpokladat’, Ze sa jedna o novu endemickt oblast’ VL v Etiopii (Alvar a kol., 2007; Herrero
a kol. 2009). Celkovo bolo do decembra 2007 oSetrenych 2450 pacientov s VL (Bashaye
a kol., 2009). Predpoklada sa, ze pocet ohlasenych pripadov VL tvorilo iba menej ako
polovicu z celkového mnoZstva, vel'ké percento pacientov pravdepodobne zomrelo eSte pred
nasadenim lie¢by (Alvar a kol., 2007).

Za spustajucu udalost’ vzniku epidémie v kraji Libo Kemkem sa povazovala
introdukcia parazita prostrednictvom sezonnych robotnikov vracajucich sa domov z oblasti
nizin pri hraniciach so Sudanom (Alvar a kol., 2007; Bashaye a kol., 2009). Muzi, ktori
pracovali v blizkosti hranic so Sudanom (oblast Humera-Metema) vykazovali vysSiu
pozitivitu v leishmaniovom koznom teste (intradermalne injikované promastigoty L. major,
nasledne sa po 48 — 72 hodinach sleduje pritomnost’ koznej zdureniny ako nasledok imunitne;j
reakcie oneskoreného typu) ako muzi, ktori zostali doma. Do styku s ochorenim prisli
pravdepodobne v mieste sezénnych prac. U tychto muzov, ale nebola vyssia incidencia VL
V porovnani s muzmi, ktori necestovali a preto hypotézu zavlecenia VL do neendemickych
oblasti sezonnymi robotnikmi nie je mozné povazovat za potvrdenu (Alvar a kol., 2007).

V roku 2010 bolo zaznamenanych 30 pripadov VL v predtym neendemickej oblasti
Sheraro nachadzajtcej sa v severnej Etiopii (Obrazok 2, oblast’ [5]) (1200 m.n.m., region
Tigray). Je mozné, Ze sa jedna o novu endemicku lokalitu VL (WHO).

Jednou z d’alsich moznych endemickych oblasti VL by mohla byt’ oblast’ strednej Casti

doliny Awash na severovychode krajiny (Obrazok 2, oblast’ [6]) (region Afar). Jedna sa
13



0 niziny (700 — 850 m.n.m.) s vysokymi teplotami a priaznivymi mikro-habitatmi pre vyvoj
vektorov leishmanidzy. Ali a kol. (2002) testovali v rokoch 1994 — 1996 pozitivitu l'udi z tejto
oblasti na leishmaniovy kozny test. NajvyssSia prevalencia 63 % bola dosiahnuta v lokalite
Melka Werer. Aj napriek vysokej pozitivite koznych testov tu nebol potvrdeny Ziaden pripad
VL. Podobné¢ vysledky boli ziskané aj v oblasti dolnej €asti doliny Awash, ktord ma zhodné
prirodné podmienky so strednou castou. Testovanie I'udi na leishmaniovy kozny test
prebiehalo v rokoch 1996 — 1997, pozitivna odpoved’ na test bola v rozmedzi 19 — 85 %, ale
rovnako ako v strednej Casti doliny Awash, nebol zaznamenany ziaden pripad VL (Ali a kol.,
2004). Ali akol. (2002, 2004) vysvetluju tento stav tym, ze sa jedna pravdepodobne

0 subklinické prejavy ochorenia alebo o nakazu neinfekénymi druhmi leishmanii.

2.3 Uloha Phlebotomus orientalis v prenose VL

Phlebotomus orientalis (Parrot) patri do poddrodu Larroussius, ktory sa nachadza hlavne
v Palearktickej oblasti a zahrniuje vac¢sinu vektorov VL v Starom svete (Lewis a kol., 1974). Je
pritomny v rozl'ahlych aredloch véacSiny krajin vychodnej Afriky (Obrazok 3):

e Etiopia — niziny severozapadu (Humera-Metema) (Gebre-Michael a kol., 2010);
vysoéiny severozapadu (Libo Kemkem) (Gebre-Michael a kol., 2007); roviny Omo na
juhozapade (Hailu a kol., 1995, Balkew a kol., 1999); severovychodna oblast’ (dolina
Awash) (Gebre-Michael a kol., 2004a)

e Sudan — vychodna ¢ast’ krajiny (Elnaiem a kol., 1997; Elnaiem a kol., 1998, Lambert
a kol., 2002; Hassan a kol., 2004), oblast’ zapadného Horného Nilu v Juznom Sudéne
(Schorscher a Goris, 1992)

e Kena — kraj Isiolo v centralnej ¢asti (Vychodna provincia) (Ngumbi a kol., 2010)

o P. orientalis e P. martini

Obrazok 3. Vyskyt P. orientalis a P. martini (upravené podl'a Elnaiem, 2011)
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2.3.1 Phlebotomus orientalis ako prenasa¢ VL

Phlebotomus orientalis je potvrdenym vektorom VL v Sudane, jedna sa hlavne o regiony
vychodného Sudéanu s lesnymi irurdlnymi oblastami (Elnaiem a Osman, 1998; Elnaiem
a kol., 2001; Hassan a kol., 2004; Hassan a kol., 2008) a Juzného Sudanu v oblasti zapadného
Horného Nilu (Schorscher a Goris, 1992). Aktivny prenos VL v rurdlnom prostredi
vychodného Sudanu bol prvykrat zaznamenany v dedine Umsalala (Elnaiem a Osman, 1998).
Vysledky Elnaiema a Osmana (1998) potvrdil Hassan akol. (2004), ktori vySetrovali
flebotomov na pritomnost’ promastigotov L. donovani v dedinach s endemickym vyskytom
VL vo vychodnom Sudéne (vratane dediny Umsalala). Percento infikovanych flebotomov sa
nachadzalo v rozhrani 1,8 — 3,7 %.

V Etiopii je P. orientalis povazovany za pravdepodobného vektora VL. Doteraz ale
nebol vo vicsine ohnisk zaznamenany Ziaden nalez flebotoma infikovaného L. donovani, a to
ani v oblasti nizin (Humera-Metema), ani v oblasti vyso¢in (Libo Kemkem) (Gebre-Michael
a kol., 2007; Gebre-Michael a kol., 2010). Moznym vysvetlenim tychto vysledkov je maly
pocet vySetrovanych flebotomov alebo nevhodnd doba amiesto zberu (nizka
pravdepodobnost’ prenosu v obdobiach sucha a v miestach s prelieCenymi pripadmi VL vo
vyso¢inach). Hypotéza o tlohe P. orientalis ako vektora je ale podporena jeho hojnym
vyskytom v lokalitich nizin a vysocin s VL (Gebre-Michael a kol., 2007; Gebre-Michael
a kol., 2010) a potvrdenym prenosom VL v Sudane (Elnaiem a Osman, 1998; Elnaiem a kol.,
2001; Hassan a kol., 2004; Hassan a kol., 2008). Vo vyskume, ktory prebiehal v oblasti rovin
Omo V juhozéapadnej Etiopii bolo medzi 70 samicami flebotomov najdend i jedna infikovana
L. donovani. Phlebotomus orientalis je Vv tejto lokalite zastipeny v pomerne velkom
mnozstve, Cize sa da predpokladat’, ze uvahy o prenose VL P. orientalis st spravne (Hailu
akol., 1995). Phlebotomus orientalis bol najdeny vo vysokom mnozstve v oblasti doliny
Awash, ale aj napriek tomu, Ze je tato lokalita predpokladanou endemickou oblast'ou s VL,
nebol najdeny Ziaden flebotomus infikovany promastigotmi L. donovani (Gebre-Michael
a kol., 2004a).

Na juhu Etiopie v oblasti Aba Roba je potvrdenym primarnym vektorom VL P. martini
a sekundarnym P. celiae. (zhrnuté v Elnaiem, 2011). Phlebotomus martini je primarnym
vektorom VL aj v Keni, kde je jeho vyvoj asociovany s termitiskami. Moznym sekundarnym
vektorom by v Keni mohol byt P. orientalis, ktory bol najdeny v centralnej Casti krajiny
S hlasenym vyskytom VL (kraj Isiolo). Tito domnienku podporuje aj to, Ze v tejto oblasti nie
je P. martini pritomny (Ngumbi a kol., 2010). Phlebotomus martini je i predpokladanym

vektorom VL v Ugande a Somalsku (zhrnuté v Elnaiem, 2011).
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2.3.2 Habitat Phlebotomus orientalis

Vyskyt P. orientalis vo vychodnom Sudane je vyrazne ovplyvneny typom pritomnej
vegetacie. Vyrazna asociacia flebotoma s akaciou egyptskou (Acacia seyal) kontrastuje s jeho
relativne malym vyskytom v habitatoch charakteristickych kulanom egyptskym (Balanites
aegyptiaca), Combretum kordofanum (Obrazok 4) alebo rie¢nou vegetaciou (Elnaiem a kol.,
1997; Elnaiem a kol., 1999b). Tento jav moze byt zapri¢ineny viacerymi spolu pdsobiacimi
alebo individualnymi faktormi zabezpecujucimi vhodné prostredie pre flebotoma. Oblasti
s akaciou egyptskou st hustejSie porastené stromami ako oblasti s kulanom egyptskym a
zabezpecuju tak flebotomovi nizSie teploty a vyssiu vlhkost. Jednym z d’alSich faktorov
vysvetlujucich tato Specificku asociaciu by mohlo byt’ vyuzivanie akacii ako zdrojov cukrov
(Elnaiem akol., 1997; Elnaiem akol., 1999b). Porovnanim cukrov pritomnych v ¢reve
flebotomov s cukrami v extraktoch listov, ovocia a exudatov rastlin zo skiimanej oblasti bolo
zistené, Ze ako zdroj ovocnych cukrov sluZia pre flebotomov stromy kulan egyptsky a C.
kordofanum a tiez medovina vosiek (Aphididae) a puklic (Coccidae) (Hamilton a Elnaiem,
2000).

B. dedina s endemickym vyskytom VL as riedkym porastom kulana egyptského (upravené
podl'a Elnaiem, 2011)

Na zaklade asocidcie flebotomov s akdciami avysokymi percentom vyskytu
flebotomov v lesnych habitatoch a nizkym percentom vyskytu v Pudskych sidlach sa
predpokladalo, ze P. orientalis je takmer vyhradne lesny druh a k nakaze I'udi VL dochadza
hlavne pocéas pobytu v lesoch (Schorscher a Goris, 1992; Elnaiem a kol., 1997; Elnaiem
akol., 1999b). Tento predpoklad vSak spochybnil Lambert akol. (2002), ktori pocas
niekol’koro¢nych zberov (1997 — 2000, januar, april, maj) zaznamenali pomerne vysoku
pritomnost’ P. orientalis v l'udskych sidlach vychodného Sudanu a zaroven pozorovali jasna
sezonalitu vo vyskyte flebotomov. Vysledky Lamberta a kol. (2002) potvrdili i Hassan a kol.
(2004) s predpokladom, ze za fluktuaciou vyskytu P. orientalis v ruralnych lokalitach je ich
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nestabilné prostredie. Autori presne nedefinovali, Co je treba chépat pod pojmom nestabilné
prostredie, ale dd sa predpokladat, ze vplyvom vécSich odlesnenych ploch v rurdlnom
prostredi dochadza k vykyvom teploty a vlhkosti.

Asociacia P. orientalis s akaciovymi lesmi bola pozorovana iVv Etiopii, konkrétne
v doline Awash a v oblastiach s hustymi lesmi s prevahou akacii. Niz§i pocet flebotomov bol
najdeny v oblastiach s riedkymi lesmi alebo v oblastiach upravenych pre pol'nohospodarske
ucely na severozapade krajiny (Gebre-Michael a kol., 2004b).

2.3.3 Sezonalita Phlebotomus orientalis

Na zéklade vysledkov vyskumu, ktory mapoval vyskyt flebotomov v centrdlnom Sudéne
Vv oblasti Horného Nilu (oblast’ Paloich) sa zistilo, ze sa flebotomovia v tejto lokalite delia na
nesezonne druhy (pritomné pocas celého roku) a sezonne. Phlebotomus orientalis patri
k druhej skupine, je teda sezonnym druhom. V malych mnozstvach sa objavuje na zaciatku
obdobia sucha (januar — februar), vyrazny narast populacie nastava pocas druhej polovice
obdobia sucha (april) a k vymiznutiu dochadza na zaciatku obdobia dazd’ov (jun) (Quate,
1964).

K inym zaverom ale pri§la Stidia z vychodného Sudanu, ktord zaznamenala najvyssie
pocty flebotomov na zaciatku obdobia dazd’ov (jun). Jednalo sa o lokalitu Narodného parku
Dinder, kde sezonna fluktuacia v po¢toch P. orientalis korelovala s teplotou a vlhkostou.
Najvyssie pocty boli dosiahnuté ked’” priemerna teplota bola <30 °C a relativna vlhkost’ bola
>30 % (podmienky charakteristické pre zimné obdobie od novembra do februara a zaciatok
sezony dazdov v juny). Suché teplé obdobie od marca do mdaja stravi flebotomus
pravdepodobne ako dormantnd larva, dormancia je preruSena aZz obdobim dazd’ov v juny
(Elnaiem akol., 1997). Tento rozdiel v sezénnom vyskyte medzi oblastami centralneho
a vychodného Sudanu je pravdepodobne sposobeny rozdielnymi environmentalnymi
podmienkami tychto lokalit (Elnaiem a kol., 1997).

Elnaiem a kol. (1997) skamali zaroven aj sezénnu distribticiu flebotoma mimo oblasti
narodného parku, konkrétne sa jednalo o dedinu Umsalala, v ktorej bol detekovany prenos L.
donovani P. orientalis (Elnaiem a Osman, 1998). Umsalala je oddelena od Narodného parku
Dinder riekou Rahad. Klima je podobnd narodnému parku, rozdiel je hlavne v malom
mnozstve vegetdcie (dominancia kulmanov), ktord bola odstrdnend pre polnohospodarske
ucely. V tejto lokalite nebola pozorovana ziadna sezonalita vo vyskyte P. orientalis, flebotomy
tu boli pritomné v malych mnozstvach kazdy mesiac pocas celého roku (Elnaiem a Kol.,

1997).
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2.3.4 Spravanie a vyvoj Phlebotomus orientalis

Nocna aktivita P. orientalis bola Studovana viacerymi autormi, ktori ale prisli k odlisnym
zaverom, ked’ze Stadie prebiehali v réznych lokalitich. Podl'a Quate (1964) zacinali
flebotomovia v oblasti Paloich (centralny Sudan) bodat’ pred zotmenim, od 18:30 do 21:00,
s postupne klesajucou intenzitou. Ak boli flebotomovia pritomni vo vd¢Som mnozstve, ich
aktivita trvala az do 22:00. Podobni no¢nt aktivitu mali aj flebotomovia v oblasti
vychodného Sudanu (Elnaiem a kol., 1999b). Naproti tomu v lokalite zapadného Horného
Nilu sali flebotomovia na 'udoch pocas celej noci a ich aktivita prichadzala vo vlnach
(Schorscher a Goris, 1992).

Je len velmi malo informacii o miestach, kde dochadza k vyvoji P. orientalis
a miestach odpoc¢inku. Predpoklada sa, ze larvalny vyvoj P. orientalis prebieha v hlbokych
prasklinach vertisolov (pdda s vysokym podielom ilu, rychlo schne a vytvara tak trhliny)
(Elnaiem a kol., 1998), ale tato hypotéza nebola doteraz potvrdena.

Elnaiem akol. (1997) odchytili vo vychodnom Sudane flebotomov na ciastocne
erodovanych termitiskach Macrotermes herus. Tieto termitiska prestavuji pravdepodobne
vhodné miesto k odpocinku, z dovodu relativne nizkej a stabilnej teploty a vysokej vihkosti
pocas dita. Ziadne jedince neboli najdené v P'udskych obydliach, kurnikoch, dutinach stromov
a Vv prasklinach v pdde (Elnaiem a kol., 1997). V juhozapadnej Etiopii bol P. orientalis
najdeny v termitiskach, prasklinach v pdde, zvieracich norach a skalnych stenidch (Balkew
a kol., 1999).

V juhozapadnej Etiopii aVvJuZnom Sudane nebol Zziaden flebotomus odchyteny
v l'udskych obydliach (Schorscher a Goris, 1992; Balkew a kol., 1999). Odlisné vysledky
ziskali ale Lambert a kol. (2002), ktori pocas zberov prebiehajucich vo vychodnom Sudane
Vv suchom teplom obdobi (april, m4j) a zimnom obdobi (januar) nasli az 75 % zastupcov druhu
P. orientalis vo vnutri obydli. Rozdiely flebotomov v ich endofilnom spravani mézu byt
sposobené réznou mierou adaptacie na Zivot vnutri budov, pouzitymi materidlmi na stavbu

domov alebo odlisnymi mikroklimatickymi podmienkami (zhrnuté v Elnaiem, 2011).

2.3.5 Rizikové mapy vyskytu Phlebotomus orientalis

Tvorba rizikovych map je dodlezitd nielen pri urCovani sucasnej geografickej distriblicie
P. orientalis ale aj pri predpovedani vyskytu tohto flebotoma v meniacich sa klimatickych
a environmentalnych podmienkach (Elnaiem a kol., 1998; Thomson a kol., 1999; Gebre-
Michael a kol., 2004b). Existuje niekol’ko typov rizikovych map vyskytu P. orientalis, kazda
analyzovala ziskané data inym spdsobom a ziskala tak odlisné vysledky.

Elnaiem a kol. (1998) pouzili pri mapovani data zo zberov flebotomov, z popisov
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lokalit a zo satelitného vyskumu zo 44 lesnych lokalit zo savanovej oblasti Sudanu (zahriujuc
uzemia od etiopskych hranic na vychode po Darfur na zapade). Phlebotomus orientalis bol
chyteny na 17 lokalitach hlavne z vychodnej Casti Sudanu, lokality bez P. orientalis sa
nachadzali prevazne na zapade. Na zaklade ziskanych vysledkov bola najdena signifikantna
asociacia medzi P. orientalis a pritomnostou akacie egyptskej, kulanom egyptskym
a vertisolmi. Vertisoly moézu mat’ nepriamy vplyv na lokalnu mikroklimu, vegetaciu a faunu.
Miesta s pozitivnym vyskytom P. orientalis mali oproti negativnym miestam signifikantne
vysSiu ro¢ni priemernt maximalnu (36 °C) a minimélnu denna teplotu (20 °C) arocné
priemerné maximum normalizaéného diferenciacného vegetacného indexu (NDVI, graficky
indikator, ktory uréuje ¢i pozorované miesto ma zivu zelenu vegetaciu alebo nie) (Elnaiem
a kol., 1998).

Thomson a kol. (1999) pouzili data ziskané z vyssie spomenutej Stidie Elnaiem a kol.
(1998) na analyzu pomocou modelu logistickej regresie. Zistili, Ze ro¢na priemerna
maximalna dennd teplota atyp pdody su dolezitymi prvkami ovplyviiujicimi distribiciu
P. orientalis. Na zaklade tejto analyzy sa P. orientalis vyskytuje v oblastiach s priemernymi
zrazkami 400 — 1200 mm a ro¢nou priemernou maximalnou dennou teplotou v rozmedzi
34 — 38 °C. Vramci tejto lokality je pritomnost vektora determinovana typom pody
a vyskytom akacii a kulanov.

Gebre-Michael akol. (2004b) analyzovali distribaciu P. orientalis pouzitim
geografického informac¢ného systému (GIS). Data pouzité na analyzu boli ziskané
z predchadzajucich zberov flebotomov hlavne z Etidpie, Keni a Somalska. Jedinym déleZitym
determinantom pre vyskyt P. orientalis bola povrchova teplota krajiny v rozmedzi 23 — 36 °C
(Land surface temperature, LST). Na rozdiel od Elnaiema a kol. (1998) a Thomsona a kol.
(1999) nepredstavuje typ pody vhodny determinant pre vyskyt P. orientalis (Gebre-Michael
a kol., 2004b).

2.3.6 Kontrola Phlebotomus orientalis a ochrana osob

Doteraz nie su k dispozicii ziadne vhodné metody kontroly P. orientalis. Inklinacia flebotoma
k lesnému habitatu vyrazne eliminuje moznosti kontroly vektora pomocou sprejovania
rezidualnymi insekticidmi. Nedostatok znalosti o miestach vyvoja a odpocinku flebotomov
obmedzuje akékol'vek plany na eliminaciu dospelcov alebo larvalnych §tadii vo vonkajSich
priestoroch. Jednou z moznosti kontroly P. orientalis v hustych porastoch akacii bolo
aplikovanie insekticidov v podobe hmly. Tymto spdsobom vsak doslo iba k prechodnej
redukcii v hustote flebotomov s naslednou reinvaziou zo susednych oblasti (zhrnuté v

Elnaiem, 2011).
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Schopnost’” moskytiér (polyester, 100 DEN) impregnovanych pyretroidmi (lambda-
cyhalothrin) zabranit’ pobodaniu P. orientalis skimal Elnaiem a kol. (1999a). Zistili, ze l'udia
spiaci pod takto oSetrenymi sietami mali kompletnu ochranu proti pobodaniu na rozdiel od
I'udi spiacich bez moskytiér alebo s moskytiérami, ale neosSetrenych insekticidmi. V pripade
neosetrenych moskytiér boli flebotomovia schopny prejst’ cez jej oka. Pouzivanie moskytiér
oSetrenych insekticidmi (deltamethrin) v oblastiach s endemickym vyskytom VL v Indii,
Nepale a Bangladési viedlo k znizeniu hustoty vyskytu P. argentipes v obydliach (Mondal
a kol., 2010; Picado a kol., 2010; Chowdhury a kol., 2011). Insekticidmi oSetrené moskytiéry
maju zaroven aj vplyv na prenos VL. V oblasti vyso¢in severovychodnej Etiopie bolo
vlastnictvo oSetrenej moskytiéry spojené s niz§im rizikom prenosu, ale tento faktor nebol
Statisticky signifikantny v porovnani s kontrolnou skupinou (Bashaye a kol., 2009). Vysledky
analyzy zvychodného Sudanu indikuju potencidlne silnti redukciu v incidencii VL
pouzivanim insekticidmi (deltamethrin) oSetrenych moskytiér (75 DEN alebo 47 dier/cm?)
v dedinach s vyskytom VL (Ritmeijer a kol., 2007). Znizené percento infekcie P. orientalis
L. donovani bol pozorované v dedine, kde pouzivali oSetrené moskytiéry v porovnani
s dedinami, kde moskytiéry pouzité neboli (Hassan a kol., 2004).

Jednym z dolezitych spdsobov kontroly zoonotickej VL patri aj aplikovanie
insekticidov na zvierata bud’ v podobe pour-on alebo obojkov. Doélezité je nielen znizenie
poc¢tu flebotomov sajiicich na zvieratach ale aj zniZenie prezivania samic po sati a tak
zabranenie prenosu leishmaniozy na dalSieho hostitela. Laboratorne psy s obojkami
oSetrenymi insekticidmi (deltamethrin) boli ochranené pred 96 % postipani P. perniciosus
atato ochrana trvala po dobu 34 tyzdnov. Mortalita flebotomov bola <16 % u psov bez
obojku a >45 % u psov z obojkom (Killick-Kendrick a kol., 1997). Maroli a kol. (2001)
testovali deltamethrinom oSetrené obojky pre psov v teréne v oblasti s vyskytom L. infantum
as vektorom P. perniciosus na juhu Talianska (region Campania). Zistili, Ze pouZzivanie
obojkov  mé zanedbateIny vplyv na incidenciu psej leishmaniézy pocas obdobia
s minimalnym prenosom ochorenia alebo v oblastiach s malym endemickym vyskytom.
V opacnych podmienkach zabezpecoval obojok pre psov vysoka protekciu. V Irdne
zabezpecCili insekticidmi oSetrené obojky (deltamethrin) nielen protekciu psov pred L.
infantum ale zaroven aj znizili riziko infekcie tymto patogénom u deti (Mazloumi Gavgani
akol.,, 2002). Vzhladom k zoofagnym preferenciam P. orientalis je mozné uvazovat
0 moznosti oSetrenia hovidzieho dobytka insekticidmi pomocou sprejovania alebo pouZitim

obojkov ako v pripade psov (Gebre-Michael a kol., 2010).
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2.4 Uloha zvierat v prenose Leishmania donovani

VL moze mat’ charakter zoondzy alebo antropondzy. Domaci pes je hlavnym rezervoarom
L. infantum v oblasti Mediterannu, Blizkeho vychodu a Strednej Azie po Pakistan, Ciny,
Strednej a Juznej Ameriky (zhrnuté v [Gramiccia a Gradoni, 2005; Baneth a kol., 2008]). Vo
vychodnom Suddne bola izoenzymatickou analyzou identifikovana u domadcich psov
pritomnost’ troch druhov leishmanii, ato L. infantum, L. archibaldi alL. donovani,
s dominantnym zastapenim L. infantum (Dereure a kol., 2000; Dereure a kol., 2003). Validita
L. archibaldi bola spochybnena molekularnymi $§tadiami Jamjoom a kol. (2004) a Lukes
a kol. (2007). Z nich vyplyva, Ze L. infantum a L. donovani st jediné rozpoznavané druhy
v L. donovani komplex. Na zaklade tychto vysledkov by sa tiez mali vSetky vychodoafrické
kmene leishmanii zahriiujuce pdvodne L. archibaldi a L. infantum klasifikovat’ ako druh
Leishmania donovani sensu stricto.

Vo vychodnej Afrike sa prenos L. donovani méze uplatnovat oboma spOsobmi,
doteraz tu nebol eSte potvrdeny ziaden rezervoarovy hostitel' (zhrnuté v [Chappuis a kol.,
2007; Elnaiem, 2011]). Predpoklada sa, ze pocas epidémii dochadza k antroponotickému
prenosu bez intervencie rezervoarového hostitel'a. Epidémie maju ale kratkodoby charakter
a musia tak vznikat’ z rezidualnych ohnisk, ktoré je nutné do buducnosti podrobne popisat’
(zhrnuté v Ashford, 1996).

V oblasti vysoc¢in severozapadnej Etiopie bolo v dedindch s hldsenym vyskytom VL
najdenych iba 3,8 % psov pozitivnych v imunoflorescencnom protilatkovom teste (IFAT -
Immunofluorescent antibody test) a zaroven aj v ELISA teste (Enzyme linked immunosorbent
assay). Leishmaniovd DNA bola ndjdena iba u2,8 % psov. Tato nizka prevalencia
infikovanych psov bola vel'mi prekvapiva, je ale mozné, Ze bola spdsobend vysokou
mortalitou infikovanych psov pocas epidémie VL v tejto oblasti. Zaroven bola n4jdena 1 silna
asociacia medzi vlastnictvom psa a rizikom infekcie ¢loveka VL, Ziadna asociacia nebola
najdena v pripade vlastnictva hoviddzieho dobytka, somarov a koz (Bashaye a kol., 2009).
Hassan a kol. (2009) v oblasti vychodného Sudanu nasli 6,9 % psov sérologicky pozitivnych
na L. donovani. Vysledky ziskané zo skumania hostitel'skych preferencii P. orientalis
indikovali, ze pes je pre flebotoma vel'mi atraktivnym hostitefom. Druhym najviac
atraktivnym hostitelom pre flebotoma bola promyka ichneumon (Herpestes ichneumom)
(Hassan akol., 2009), ktora je pravdepodobnym sylvatickym rezervoarom L. donovani
(Elnaiem a kol., 2001).

Uloha divo zijacich zvierat ako sylvatického rezervoara je predpokladand iv
prenose L. infantum. V Juznej Amerike vhodného rezervoarového hostitel'a predstavuje liska

maikong (Cerdocyon thous) a vacica opossum (Didelphis marsupialis) (Lainson a kol., 1990;
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Travi a kol., 1998; Gomes a kol., 2007), v Irane bola infekcia L. infantum najdena u vika,
lisky a Sakala (Mohebali a kol., 2005).

Pri prenose L. donovani moézu hrat vyznamni ulohu aj domace zvierata.
Vo vychodnom Sudéne bolo ukrav zaznamenané vysoké percento reaktivity (21,4 %)
s L. donovani antigénom v priamom aglutinatnom teste (DAT — Direct Agglutination Test).
Tie isté séra boli pouzité aj v ELISA teste, kde protilatky proti L. donovani malo 47,6 % krav.
Da sa teda predpokladat’, Ze tieto zvierata prisli do styku s leishmaniovou infekciou (Mukhtar
a kol., 2000). V severozapadnej Etiopii (Humera-Metema) bolo na zaklade analyzy krvi
nasatej samicami P. orientalis zistené, Ze 92 % flebotomov salo na hovddzom dobytku, 2 %
na 'udoch a2,6 % salo na hovidzom dobytku aj na l'ud’och. Autori si tieto vysledky
vysvetl'uji exofagnym spravanim P. orientalis, ked’ze minimum flebotomov bolo chytenych
vnutri domov (je mozné, ze pri vstupe do obydlia im brani pritomnost dymu z ohniska).
Dalsim vysvetlenim moZe byt ito, Ze i ked ludia prespavaju vonku v pripade straZenia
hovidzieho dobytka alebo horticeho pocasia, su prikryti prikryvkami a tak redukuju kontakt
s flebotomami. Ziaden z chytenych flebotomov ale nebol infikovany L. donovani (Gebre-
Michael a kol., 2010). V endemickej oblasti Pokot v Keni a Ugande s vektorom P. martini
bolo zistené na zaklade dotaznikového prieskumu, Ze oSetrovanie hovadzicho dobytka
insekticidmi stvisi s vy$§im rizikom vzniku ochorenia U l'udi, naopak spanie blizko
hovidzieho dobytka toto riziko znizuje. Z toho vyplyva, Ze aplikované insekticidy maji na
flebotomov pravdepodobne repelentny ucinok. Flebotomovia st tak nateni vyhl'adavat’ inych
hostitel'ov, ako napriklad ¢loveka (Kolaczinski a kol., 2008).

Analyza pdvodu nasatej krvi v ¢reve flebotomov bola pouzita aj na urcenie
hostitel'skych preferencii P. argentipes (Dinesh akol., 2001; Palit a kol., 2005), ktory je
vektorom L. donovani na Indickom subkontinente s antroponotickym charakterom prenosu
(zhrnuté v Bora, 1999). Bolo zistené, ze P. argentipes preferuje viac satie na hoviddzom
dobytku ako na 'ud’och (Dinesh a kol., 2001; Palit a kol., 2005). Uloha hovidzieho dobytka
v epidemiologii VL na Indickom subkontinente nie je stale jasne definovana. Podla
niektorych §tadii je vlastnictvo hovéddzieho dobytka pre I'udi rizikovym faktorom infekcie
L. donovani (Saha a kol., 2009; zhrnuté v Bern a kol., 2010), podl’a inych hovidzi dobytok
moZe mat’ protektivnu tlohu a chrénit’ 'udi tak pred VL (zhrnuté v Bern a kol., 2010). Ina
Studia zas popisala, ze hoviddzi dobytok nema na vznik ochorenia ziaden vplyv a délezité su
podmienky byvania (Singh a kol., 2010). Na zaklade tychto poznatkov Alam a kol. (2011)
skiamali tlohu hovidzieho dobytka v prenose VL vendemickej lokalite v Bangladési.
Pomocou ELISA testu zistili, ze 9,4 % zvierat malo vytvorené protilatky proti L. donovani.

Z tychto zvierat bolo ale iba 30,8 % pozitivnych v DAT. DNA parazita nebola najdena
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U ziadneho z testovanych_zvierat. Pravdepodobne nebol parazit schopny prezit' alebo sa
mnozit' v hostitelovi. Do uvahy spadd aj moznost' skrizenej reakcie s inym ochorenim.
Bhattarai a kol. (2010) nasli leishmaniovi DNA u5 % krav z endemickej oblasti sVL
V Nepale.

Aj u d’alSich domaécich zvierat, ako napriklad u k6z a somarov vo vychodnom Sudane
bola pozorovana pritomnost’ protilatok proti L. donovani. U somarov vykazovalo v DAT teste
az 68,7 % vzoriek vysoku aglutinacni aktivitu, u koéz to bolo 8,5 %. Kozie séra boli
analyzované aj pomocou ELISA testu, kde pozitivnych bolo 13,6 % sér (Mukhtar a kol.,
2000). Vysoké percento koz infikovanych L. donovani (16 %) bolo najdené v Nepale.
Predpoklada sa, ze kozy mozu byt zapojené do dynamiky VL ale nemusi to eSte znamenat’, ze
st rezervoarom tohto patogénu (Bhattarai a kol., 2010).

Anjili a kol. (1998) intradermalne infikovali ovce kultirou promastigotov L. donovani.
Odoberanie aspiratov z miesta inokuldcie, pecene a sleziny po dobu 244 dni ukézalo, ze
paraziti st schopny prezivat' v kozi 28 dni po infekcii, zatial’ co kultiry aspiratov z pecene
a sleziny boli po celt dobu negativne. Jedinym pozorovateInym symptémom bola pyrexia.
Na zéklade tychto vysledkov sa d4 predpokladat, Ze ovce nie st vnimavé na infekciu

L. donovani a nepredstavuju preto vhodny rezervoar tohto ochorenia.

2.5 Vyuzitie protilatkovej odpovede proti slinam flebotomov a inych

krvsajucich ¢lankonoZcov

Pocas satia krvi flebotomus injikuje do rany sliny obsahujuce farmakologicky aktivne latky
s roznorodymi U€inkami na hostitelovu hemostaticki odpoved’. Komponenty slin hraja
dolezitu ulohu vo vnimavosti hostitela na infekciu leishméaniami a v zavaznosti prejavov
ochorenia (zhrnuté v [Kamhawi, 2000; Rohousova a Volf, 2006; Gomes a Oliveira, 2012]).

U hostitel'a vystaveného opakovanému pobodaniu neinfikovanych flebotomov vznika
protilatkovd 1bune¢nd imunita. K tvorbe protilatok proti slinnym Zzl'azdm flebotomov
dochadza u zvierat i u l'udi. U mysi sa tvoria najmé protilatky typu IgG1, u l'udi st to okrem
IgG1 protilatok aj IgG2, IgG4 a IgE protilatky. Bunecnd imunita je taktiez ovplyvnena
preexpoziciou slinnym Zzl'azam flebotomov. Slinné Zl'azy indukuju infiltraciu zépalovych
buniek do miesta poranenia, jedna sa napriklad o CD4" lymfocyty, neutrofily, eosinofily,
monocyty/makrofagy a dendritické bunky (zhrnuté v [Rohousova a Volf, 2006; Andrade a
Teixeira, 2012]).

Protilatkova odpoved’ hostitel'a na antigény slin flebotomov je druhovo Specificka.

Napriklad séra z mysi pobodanych P. papatasi nereagovali s antigénmi slinnych zliaz P.
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perniciosus a P. halepensis (Molf a Rohousova, 2001). Slaba skrizena reakcia bola ale
zaznamenana medzi P. papatasi a P. sergenti, no takmer ziadna reakcia nebola pozorovana
s antigénmi slin Lutzomyia longipalpis (Rohousova a kol., 2005).

U l'udi sa uvazuje o vyuziti protilatok proti slinam flebotomov ako ukazovatelov
expozicie a aj ako ukazovatel'ov rizika prenosu leishmanii, o znamena, ze vysSie hladiny
protilatok v sére odkazuju na vyssiu expoziciu a tym aj na zvySenu pravdepodobnost’ prenosu
patogéna na hostitel'a. V lokalite Sanliurfa v Turecku s endemickym vyskytom L. tropica
(povodca koznej leishmanidzy) su P. sergenti a P. papatasi druhmi s poéetnym zastipenim.
\Vektorom tohto ochorenia je P. sergenti. Zistilo sa, Ze pacienti s aktivnymi 1éziami
sposobenymi L. tropica mali signifikantne vyssie hodnoty protilatok proti slinnym zl'azam
P. sergenti ako zdravi jedinci z tej istej lokality, zatial' co hodnoty protilatok proti slinam
P. papatasi boli uoboch skupin rovnaké (Rohousova akol., 2005). Podobne to bolo
i v pripade deti zijucich v endemickej oblasti VL v Brazilii. Signifikantna korelacia bola
najdena medzi protilatkami proti slinnym zl'azam L. longipalpis a DTH odpoved’ou na
leishmaniovy antigén (Barral a kol., 2000). Clements a kol. (2010) zistili, ze T'udia Zzijtci
v endemickej oblasti s vyskytom VL v Indii maji vysSie hladiny protilatok proti slinim
P. argentipes ako l'udia z neendemickej oblasti. Prostrednictvom predabsorbcie sér proti
konkurenénému, ale VL neprenasajucemu druhu P. papatasi signifikantne zlepsili $pecificitu
ELISA testu s antigénom P. argentipes. Bez predabsorbcie nebol zaznamenany signifikantny
rozdiel medzi hladinami IgG protilatok proti P. argentipes u sér z endemickej a neendemickej
oblasti vyskytu VL, opa¢ne tomu bolo pri pouZiti predabsorbcie, kde signifikantny rozdiel bol
vyrazny.

Rovnako ako protilatky proti slinam flebotomov by sa dali vyuzit' aj protilatky proti
slindm iného krvsajuceho hmyzu. Vyuzitie protilatok ako ukazovatela rizika prenosu malérie
bolo skiimané v §tadii zo Senegalu z oblasti so sezonnym prenosom Plasmodium falciparum.
Specifické IgG protilatky proti slinam Anopheles gambie boli vyssie u deti, u ktorych sa
vyvinula klinickd malaria pocas nasledujucich troch mesiacov ako u deti bez vyvinutej
klinickej malarie (Remoue a kol., 2006). Protilatkova odpoved’ proti slindm komarov by sa
mohla taktiez vyuzivat' ako imuno-epidemiologicky nastroj na stanovenie miery expozicie
(Fontaine akol.,, 2011; Doucoure akol., 2012). Fontaine akol. (2011) skumali
Vv juhovychodnom Francuzsku protilatkovii odpoved’ na pobodanie Aedes caspius u l'udi
zijucich v troch odlisnych ekologickych prostrediach s odliSnymi hustotami vyskytu
A. caspius. Zistili, ze Specificka IgG odpoved’ proti slinam A. caspius suvisi so sezonnymi
a geografickymi variaciami v hustote tohto koméara. Zaroven zistili, ze priemerna hladina IgG

protilatok sa zvySovala pocas obdobia s najvacSsim vyskytom A. caspius apo Styroch
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mesiacoch, kedy bola expozicia minimalna sa vratila na bazalnu hladinu, ¢o pravdepodobne
znamena kratku zivotnost’ IgG protilatok proti slinnym antigénom. K rovnakému zaveru prisli
I Remoue a kol. (2006), ked’ze hladiny IgG protilatok proti A. gambie sa znizili pocas troch
mesiacov (intenzita expozicie pocas tohto obdobia klesala) u deti s nizkou alebo strednou
hladinou expozicie.

V Brazilii bola u pacientov s Chagasovou chorobou a jedincov zijucich v oblastiach
s vyskytom Triatoma infestans hladina IgG protilatok proti slinam tejto plostice vyrazne
vysSia ako ujedincov zijucich v prostredi bez vyskytu tohto druhu. NajcastejSie sa
vyskytujicim typom protilatok u jedincov z oblasti s T. infestans boli protilatky typu IgGl,
druhym najcastejSie sa vyskytujucim typom boli IgG4 protilatky (Nascimento a kol., 2001).
Zvysené hladiny IgG protilatok boli pozorované i u mysi a kurciat vystavenych pobodaniu
T. infestans (Volf a kol., 1993; Hecht a kol., 2006). Protilatkova odpoved domacich zvierat
(sliepky, morcatd) proti slinnym antigénom triatom by sa dala vyuzit ako monitoring
expozicie znovu sa objavujucich druhov triatom z dévodu obmedzenia kontrolnych kampani
(Schwarz akol., 2009a; Schwarz akol., 2009b). Vhodny epidemiologicky ukazovatel
expozicie predstavuje rekombinantny protein zo slinnych zliaz T. infestans, pomocou ktorého
je mozné zaznamenat’ IgG protilatky proti odliSnym druhom triatom pri minimalnej expozicii
(Schwarz a kol., 2009a). Nevyhodou IgG protilatok ale je ich dlhodobé pretrvavanie v sérach,
znemoziuje to totiz kontrolu fungovania kontrolnych programov na eradikiciu triatom
(Schwarz akol., 2009a; Schwarz akol., 2009b). Schwarz akol. (2010) zistili, ze IgM
protilatky u kur¢iat proti rekombinantnému proteinu ale i proti celym slinnym zlazam su
detekovatelné uz po jednom dni po expozicii malym mnozstvom triatom a st meratel'né iba
do 18 dni po expozicii. IgM protilatky su tak javia byt vhodnym typom na detekciu recentnej
expozicie.

Ak uz bolo spomenuté v kapitole 2.4, zvierata hraji dolezita ulohu v cykle
leishmaniozy, preto je meranie protilatok proti slindm flebotomov nielen doélezitym
ukazovatelom expozicie a rizika prenosu leishmanii ale umoZiluje aj vyhodnocovanie
efektivity anti-vektorovych kampani (Gomes a kol., 2007; Hostomska a kol., 2008, Vlkova
a kol., 2011).

V laboratoérnych pokusoch so psami experimentalne pobodanymi P. perniciosus a L.
longipalpis bol sledovany signifikantny narast IgG, IgGl aIgG2 protilatok proti slinam
tychto flebotomov. Specifické IgG, IgG1 a IgG2 protilatky korelovali s mnoZzstvom nasatych
samic L. longipalpis a P. perniciosus. Na zaklade tychto vysledkov je mozné povazovat' 1gG
ajeho podtriedy za vhodné ukazovatele expozicie (Hostomska a kol., 2008; Vlkova a kol.,
2011). Specificka IgE odpoved’ sa vyvinula iba u niektorych psov a nebol pozorovany Ziaden
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stivis medzi hladinou IgE protilatok a intenzitou expozicie, o znamena, ze IgE nepredstavuju
vhodny ukazovatel' expozicie (Hostomska a kol., 2008). Dynamika IgG a IgG2 protilatok
mala v priebehu niekol’kych tyzdnov velmi podobny priebeh (Hostomska a kol., 2008;
Vikova akol., 2011). Hladiny IgG2 protilatok v sérach experimentalne pobodanych psov
prevySovali hodnoty IgG1 protilatok (Hostomska a kol., 2008; Vlkova a kol., 2011), rovnako
to bolo iu psov experimentalne imunizovanych rekombinantnymi proteinmi L. longipalpis
(Collin akol., 2009). Rozdiel v produkcii 1gGl algG2 protilatok je pravdepodobne
sposobeny ich odlisnou regulaciou (Hostomska a kol., 2008). Mazza a kol. (1994) zistili, Ze
hladiny 1gG1 algG2 protilatok u zdravych psov maju rovnaké hodnoty, ale u psov
so zapalovymi alebo imunitnymi chorobami boli hladiny IgG2 protilatok uz vyrazné zvysené.

U psov prirodzene vystavenych pobodaniu P. perniciosus z lokality s endemickym
vyskytom L. infantum (provincia Bari, juzné Taliansko) bol pozorovany narast Specifickych
1gG, 1gG1 a IgG2 protilatok pocas sezony flebotomov. Psi s diagnostikovanou leishmaniozou
a zdravi psi sa Statisticky neliSili v produkcii 1gG a IgG1 protilatok ale lisili sa v produkcii
IgG2 protilatok. Psi s leishmaniozou mali nizsie 1gG2 protilatky proti P. perniciosus na
zaciatku a konci sezony flebotomov. Bola najdena negativna korelacia medzi hladinami 1gG2
protilatok a rizikom prenosu leishmani6zy. D4 sa teda predpokladat’, Ze psy s nizkou hladinou
IgG2 protilatok mali vysSie riziko infekcie leishmanidzou alebo leishmaniova infekcia znizila
produkciu IgG2 protilatok u pobodanych psov. Prva hypotéza sa zda byt pravdepodobne;jsia,
kedze psy s VL mali niz$ie hladiny INF-y (d6lezitd uloha v Thl imunitnej odpovedi,
eliminuje leishmaniovu infekciu) v porovnani so zdravymi psami aj ked’ tento rozdiel nebol
signifikantny (Vlkova a kol., 2011).

Gomes a kol. (2007) pouzili ako jedny medzi prvymi metodu stanovenia protilatok
ako ukazovatela miery expozicie u divo zijicich zvierat. Testovali lisky z endemickych
oblasti VL v Brazilii na pritomnost protilaitok proti slinam L. longipalpis. U
vsetkych testovanych liSok boli pozorované vyssie hladiny protilatok ako u psov a l'udi z tej
istej oblasti. U ziadnej z liSok neboli pozorované protilatky proti L. infantum, no u troch bola
diagnostikovana pritomnost’ Leishmania sp. Autori na zéklade tychto dat predpokladaju, ze
divo Zijuce zvierata prichadzaju CastejSie do kontaktu s L. longipalpis ako domace zvierata a
ze prirodzené ohnisko prenosu leishmanidzy existuje nezavisle na prenose medzi psami

a l'ud’'mi.
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3 METODIKA

3.1 Chov flebotomov

V laboratoérnych podmienkach mame zavedeny chov dvoch kolonii druhu P. orientalis, ktoré
su povodom z Etiopie:
e kolonia Addis Zemen — vysoliny severozapadnej Etiopie (region Ambhara,

2000 m.n.m.); jedna sa o lokalitu s endemickym vyskytom VL

e kolonia Melka Werer — niziny vychodnej Etidpie, ktoré st sucastou Velkej
prickopovej prepadliny (region Afar, 800 m.n.m.); v tejto lokalite nebol doteraz

hlaseny Ziaden pripad VL

Starostlivost’ o kolonie prebieha Standardnym postupom (Volf a Volfova, 2011).
Dospelce ilarvy st udrzované pri teplote 26 °C a pri vlhkosti 70 — 95 %. Dospelce su
umiestnené¢ v monofilovych sietach natiahnutych na kovovych konstrukciach a zabalenych
v igelitovych vreciach, vlhkost’ je udrziavand pomocou navlhéenej vaty. Larvy sa vyvijaju
v plastovych kelimkoch pokrytych na stenach a dne navlhéenou sadrou. Kelimky su
umiestnené v plastovych uzavierate'nych dozach, na dne ktorych je vlhky piesok.

Samice saju 1 — 2x do tyzdna na Balb/c mySiach (chov katedry parazitoldgie) alebo
kralikovi (Chinchilla Bastard, AnLab). Nasaté samice st nasledne vytriedené pomocou
exhaustoru do malej siete apo tyzdni (samice su uz vydefekované) st premiestnené do
navlhéenych kelimkov. Po 8 — 9 dnoch od satia nakladi vajicka, z ktorych sa po tyZzdni
vyliahnu larvy. Larvalny vyvoj trva priblizne mesiac. Dospelce, ktoré za¢inaji vyletovat’ po
10 dnoch od zakuklenia st vypustané do novej siete. Ako potrava im sluzi vata navlhéena
50% roztokom cukru s penicilinom (Biotika) v pomere 100 ul penicilinu (1000 U/ul) na 20
ml roztoku cukru, potravou pre larvy je zmes fermentovanych krali¢ich bobkov a krali¢ich

peliet.

3.2 Pitvanie slinnych Zliaz

Na pitvy slinnych Zliaz boli pouzité minimalne tri dni staré samice. Samiciam uspanym na
lade boli odtrhnuté koncatiny a nésledne boli vlozené do kvapky 10-krat zriedeného Tris
pufru (pH 7,6) na podloznom sklicku umiestnenom pod binokuldrnou lupou. Pomocou
pinzety a pitvacich nastrojov (8pajdla s napichnutou minunciou) bola najprv oddelena
hlavicka od tela. Na hlavicke zostali dva pary slinnych Zliaz, ktoré boli odobraté pomocou
pitvacich ndastrojov aumiestnené do mikroskimavky s 10x zriedenym Tris pufrom
a skladované pri teplote -20 °C. Na naSe pokusy boli pouzivané mnozstva 20 slinnych zliaz

v 20 ul 10x zriedeného Tris pufru. Na ELISA testy a imunobloting sme pouzivali slinn¢ Zl'azy
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z kolonie P. orientalis Melka Werer z dovodu lepsieho stavu koldnie.
Pouzité roztoky:
zasobny Tris pufor

— 200 mM Tris (Sigma); 1500 mM NacCl; pH 7,6

3.3 Odoberanie sér

e odoberanie sér z domacich zvierat z oblasti endemickej VL

V spolupraci so Skolou veterindrnej mediciny Hebrejskej univerzity v lzraeli (Prof. Gad
Baneth) a Fakultou mediciny Univerzity v Addis Abebe v Etiopii (Prof. Asrat Hailu) bol
vroku 2010 zabezpeCeny odber sér z domacich zvierat z troch endemickych lokalit VL
v severnej a severozapadnej Etiopii. Na zaciatku oktobra (6. — 9. 10. 2010) bolo v lokalite
Addis Zemen zozbieranych 111 sér aV lokalite Sheraro 155 sér. Na konci novembra
(27.—30. 11. 2010) bolo v lokalite Humera ziskanych 280 sér. Séra boli odoberané z 5 druhov
domacich zvierat (Tabul'ka 1). Kazdej vzorke bolo priradené identifikaéné ¢islo a podla
moznosti boli zaznamenané nasledujuce informécie: pohlavie, priblizny vek (mlad’a, dospely,
stary), pripadné zndmky klinického ochorenia, meno vlastnika farmy a GPS stradnice.

Odber krvi prebiehal vzdy za pritomnosti veterinara alebo jeho asistenta a po ziskani
stthlasu majitela zvierata. Imobilizovanému zvieratu bolo zvena jugularis pomocou
jednorazovej injek¢nej ithly (21G) odobranych asi 5 ml krvi, ¢ast’ bola odobrana do plastove;j
skumavky s protizrazanlivou tpravou (BD Vacutainer® K2E) na naslednu determinaciu
leishmaniovej DNA (Gad Baneth a Dalit Talmi-Frank, Skola veterinarnej mediciny
Hebrejskej univerzity v Izraeli), druha ¢ast’ uréena k serologickému vySetreniu bola prenesena
do sklenenej skimavky bez protizrazanlivej Gipravy. Zviera, ktorému bola odobrana krv bolo
oznaCené na hlave liechovym fixom, aby nedoslo k zamene. U psov prebiehal odber krvi
Z bezpecnostnych dovodov z vena saphena.

Vzorky boli spracované hned” v deit odberu. Sérum zo zrazenej krvi urcené na
detekciu anti-P.orientalis protilatok bolo oSetrené 1% roztokom azidu sodného a az do
leteckého transportu uchovavané pri teplote -20 °C. Po prevoze do Ceskej republiky boli
vzorky uskladnené pri teplote -70 °C. Zo zasobnych sér boli nasledne urobené aliquoty
po 150 pl a uskladnené pri teplote -20 °C.

Ako negativne kontroly sluzili séra z domaécich zvierat zroznych oblasti Ceskej
republiky (Fakulta veterinarneho lekarstva v Brne, Statny veterinarny tstav v Prahe), spolu
110 sér (Tabulka 1). Negativne kontroly k psim séram pochadzali z Rumunska (Fakulta

veterinarneho lekarstva v Brne) (15 sér) a z laboratornych chovov (Bayer, Nemecko) (20 sér).
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Tabulka 1. Poéty odobratych sér u jednotlivych zvierat z Etiopie a Ceskej republiky

LOKALITA ADD|S -
AIERA ZEMEN SHERARO| HUMERA | SUMA CR
PES 19 7 3 34
HOVADZI
DOBYTOK | 62 26 16 104 33
OVCA 27 5 117 149 32
SOMAR |3 11 6 20 16 kon’

8 somar
SUMA 111 155 280 546 110

e odoberanie sér z mysi z laboratornych chovov

Séra boli ziskané z laboratérnych chovov Balb/c mysi (chov katedry parazitologie)
pouzivanych na satie pre kolonie flebotomov a pre koloniu komarov. Pouzité mysi boli
minimalne 2x saté va¢§im poctom flebotomov alebo komarov (100 a viac). Krv bola odobrana
z nastrihnutej $picky chvostika do */4 vyiky heparinizovanej kapilary (odobrané maximalne 2
kapilary z kazdej mysi). Kapilara bola néasledne zatavend na c¢istom konci a centrifugovana
(MPW 310, rotor CM 304) pri 6000 otackach/min po dobu 5 minat. Pomocou diamantovej
ceruzky bola kapildra narezana na rozhrani krviniek a séra a balonikom bolo sérum vyfuknuté

do mikroskimavky. Séra boli skladované pri teplote -20°C.

3.4 ELISA

Na stanovenie protilatkovej odpovede proti slinam P. orientalis Melka Werer u domacich
zvierat z endemickych oblasti VL bola pouzitd metéda ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay). U vsetkych zvierat boli merané IgG protilatky, u psov boli merané i
IgG2 protilatky.

Slinné zl'azy zhomogenizované dvojnasobnym rozmrazenim a zmrazenim V tekutom
dusiku, boli nariedené do navdzovacieho roztoku (20 mM karbonat-bikarbonat, pH 9)
Vv mnozstve 1/5 Zlazy na 100 pl navédzovacieho roztoku (40 ng proteinov na jamku) a
nanesené do jamiek 96 jamkovej mikrotitracnej dosticky (CovaLink™ NUNC). Inkubacia
prebiehla cez noc pri teplote 4 °C.

Druhy den boli jamky 2x premyté PBS-Tween (pH 7,2) a inkubované 6% blokovacim
sérom riedenym v PBS-Tween (Tabul'ka 2) po dobu 60 minut pri teplote 37 °C. Po skon¢eni
inkubacie boli jamky znovu 3x premyté. Do jamiek boli v duplikatoch nanesené séra

testovanych zvierat riedené v 2% blokovacom sére v PBS-Tween (Tabul’ka 2). Nasledovala 90
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minutova inkubacia pri teplote 37 °C. V d’alSom kroku boli jamky 6x premyté a inkubované
45 minut pri teplote 37 °C s konjugatom s naviazanou sekundarnou protilatkou s peroxidazou
(riedeny v PBS-Tween, Tabulka 2). Po opdtovnom Sestnasobnom premyti bol do jamiek
naneseny substratovy roztok (Mcllwein fosfat-citrat, pH 5,5) s peroxidom vodika a orto-
fenyléndiaminom. Mikrotitra¢na dosticka bola zakryta hlinikovou féliou a po dobu 6 — 10
minut sa pri izbovej teplote vV tme vyvolavala farebna reakcia. Po ukonceni vyvoldvania bola
reakcia zastavend 10% roztokom kyseliny sirovej. Absorbancia bola merana fluorometrom
(Tecan Infinite M200) pri 492 nm.

Vsetky roztoky boli nanasané do mikrotitracnej dosticky v objeme 100 ul na jamku.
V priebeznych pokusoch boli

vytitrované optimalne koncentracie sér a konjugatov

a najvhodnejsie druhy blokovacich sér viz Tabul’ka 2.

Tabul'ka 2. Riedenia sér, konjugatov a pouZzité blokovacie séra

ZVIERA RIEDENIE BLOKOVANIE,
SERA KONJUGAT RIEDENIE VZORIEK
1:200 |1:3000 |SneepAnti Dog lgG nizkotu¢né mlicko (Bio-Rad)
(Bethyl)
PES 11200 |1:3000 |B&PatAnt DoglgG2 nizkotuéné mlicko (Bio-Rad)
(Bethyl)
KRAVA (1:200 (1:10 000 (GJ?S;ANI Bovine 1gG slepacie sérum (Vector)
. , Rabbit Anti Goat IgG exe
KOZA [1:50 1:5000 (Novus Biological) krali¢ie sérum (Vector)
. , Rabbit Anti Sheep IgG Y .
OVCA |1:50 1:10 000 (Novus Biological) konské sérum (Invitrogen)
. , , Rabbit Anti Donkey IgG reee
SOMAR |1:50 1:5000 (Novus Biological) kréli¢ie sérum (Vector)

Pouzité roztoky:

navézovaci roztok

— 20 mM Na;COs; — NaHCOg3; pH 9,0

PBS

— 150 mM NaCl; 3 mM KCI; 8 MM NayHPO,.12H,0; 1 mM KH,POg; pH 7,2
PBS-Tween

— 10x zriedeny PBS; 0,05% Tween 20 (Serva); pH 7,2

substratovy roztok (Mcllwein fosfat-citrat)

- 0,11 M NayHPO4.12H,0; 0,5 M kyselina citronova; pH 5,5; tesne pred pouzitim

pridat’ do 10 ml fosfat-citratového pufru 5 mg OPD (o-fenylendiamin, Sigma) a 10 pl
H20;
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3.5 Elektroforéza (SDS — PAGE)
Na separaciu proteinov pritomnych v slinnych zlazach P. orientalis, L. longipalpis,
Sergentomyia schwetzi a Culex quinquefasciatus bola vyuzitd metéda  vertikalnej
elektroforézy (SDS-PAGE) za neredukujucich podmienok. Tieto druhy boli zvolené, pretoze
sme chceli zistit' ¢i dochadza k skrizenym reakciam etiopskych psich sér s L. longipalpis,
ktora sa v Starom svete nenachadza a i okrem toho etiopske psie séra rozpoznavaju proteiny
slinnych Zliaz S. schwetzi a C. quinquefasciatus, ktoré su vo vychodnej Afrike pocetne
zastipené. Separdcia prebichala na 0,75 mm hrubych polyakrylamidovych géloch
pozostavajucich z vrchného 4% Startovacieho a spodného 12,5% separacného gélu.
Pred nanesenim na gél, bol k slinnym zl'azam pridany neredukujtci vzorkovy pufor

v pomere 2:1 (2 diely vzorky:1 diel pufru). Mikroskimavky so slinnymi zlI'azami a pufrom
boli nasledne povarené 3 minuty. Do spojenych dvoch jamiek 10 jamkového hrebena bolo
nanasanych po 30 zl'azach v 30 ul Tris pufru (6 — 12 pg proteinov), do nespojenych jamiek 10
jamkového hrebetia 10 Zliaz v 10 pl Tris pufru (2 — 4 pg proteinov). Standart (Invitroge
BenchMark, cat.no. 10747-012) bol nanasany po 4 pul do jednej jamky 10 jamkového hrebena.
Separacia prebichala v prostredi SDS pufru, pri limitnom napéti 200 V v Mini-PROTEAN 3
aparatare (Bio-Rad). Gél bol po ukonceni separacie preblotovany na nitrocelulézovia
membranu (imunoblot) a nasledne bol farbeny striebrom (viz kapitola 3.7).
Pouzité roztoky:
neredukujuci vzorkovy pufor

— 0,6 ml 1 M Tris-HCI (pH 6,8); 5 ml 50% glycerolu; 2 ml 10% SDS; 1 ml 1%

bromfenolovej modrej; 1,4 ml dH,0; pri redukujucom vzorkovom pufri nahradime 50

ul dH,0 50 ul 2-merkaptoetanolu (rozrusenie S-S mostikov)

roztok A

— 40% akrylamid, bis-akrylamid (Bio-Rad)
roztok B

— 75 ml 2 M Tris-HCI (pH 8,8); 4 ml 10% SDS; 21 ml dH,0
roztok C

— 50 ml 1 M Tris-HCI (pH 6,8); 4 ml 10% SDS; 46 ml dH,0
roztok G

— 10% ammonium persulfat
Startovaci gél (4%)

— 0,4 ml roztoku A; 1 ml roztoku C; 2,6 ml dH,O; 5 ul TEMED (AppliChem); 40 ul

roztoku G
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separaény gél (12.5%)
— 2,5 ml roztoku A; 2 ml roztoku B; 3,5 ml dH,O; 5 ul TEMED (AppliChem); 50 ul
roztoku G

SDS pufor
— Tris/Glycin/SDS pufor (Bio-Rad); 25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1% SDS; pH 8,3

3.6 Imunoblot

Pomocou imunoblotu sme detekovali proteiny slinnych zliaz flebotomov o urcitej
molekulovej velkosti rozpoznavané Specifickymi protilatkami v psich sérach z Etiopie
a laboratornych mysi.

Gél bol po ukonéeni separacie proteinov preblotovany na nitrocelulézovi membranu
pomocou iBLOT aparatiry (Invitrogen, komponenty potrebné k blotovaniu tiez od firmy
Invitrogen). Na zvidite'nenie preblotovanych proteinov bola membrana reverzibilne farbena
pomocou Cervenej farbi¢ky Ponceau S po dobu 6 — 10 mintt. Po ukonéeni farbenia bola
membrana premyta destilovanou vodou a narezana na prazky. Cast membrany so §tandardom
a proteinovymi profilmi pouzitych slinnych zliaz bola ireverzibilne zafarbena amidocerniou po
dobu 1 minaty. Prebytocna farbicka bola odstranena pomocou odfarbovacieho roztoku
(35 minut), membrana bola premyta destilovanou vodou a nasledne vysuSena.

Prizky umiestnené v dosticke s vyfrézovanymi pozdiznymi jamkami boli cez noc pri
teplote 4 °C blokované 5% nizkotuénym mliekom (Bio-Rad) riedenym v Tris-Tween. Na
druhy den boli premyté 3 X 5 mintt s Tris-Tween a inkubované v Tris-Tween riedenymi psimi
(1:25) alebo mySimi (1:100) sérami 60 minut pri izbovej teplote na trepacke. Po skonceni
inkubacie boli pruzky membrany znovu premyté (3 X 5 minat) a inkubované v Tris-Tween
riedenom konjugate s naviazanou sekundarnou protilatkou, pre psov v pomere 1:3000 (Sheep
Anti-Dog IgG,Bethyl) a pre mysi v pomere 1:1000 (Goat Anti-Mouse IgG, AbD Serotec).
Inkubacia prebiehala po dobu 60 minut na trepacke pri izbovej teplote. Po premyti
(2 x 5 minut v Tris-Tween, 1 x 5 minat v 10x riedenom Tris pufre) bol k prazkom pridany
substratovy roztok a vzniknutd farebnd reakcia bola zastavend destilovanou vodou. Pruzky
boli nasledne premyté destilovanou vodou a po vysuSeni sa nalepili na kancelarsky papier
spolu s membranou farbenou amidocerniou a oskenovali.

Vsetky pouzité roztoky boli pipetované v mnozstve 700 pl na jeden Zliabok v blotitku.
Pouzité roztoky:

Ponceau S

— 0,2% Ponceau S (Sigma); 3% kyselina octova
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amidocerii
— 0,1% amidocern (Merck); 25% isopropanol; 10% kyselina octova

odfarbovaci roztok

— 25% isopropanol; 10% kyselina octova
Tris-Tween

— 20 mM Tris; 150 mM NaCl; 0,05% Tween 20 (Serva)
Tris pufor

— 200 mM Tris (Sigma); 1,5 M NaCl; pH 7,6
substratovy roztok

— 20 ml Tris pufru; 0,01 g DAB (3,3’-diaminobenzidin tetrahydrochlorid hydrat,

Sigma); 6 ul H,0, pridat’ tesne pred pouzitim

3.7 Farbenie gélu striebrom

Striebrenie umoziuje vizualizaciu elektroforeticky rozdelenych proteinov na akrylamidovom
géle. Farbené boli gély po ukonceni separdcie proteinov i gély po ukonceni blotovania
(kontrola blotovacieho procesu).

G¢él bol fixovany vo fixatnom roztoku cez noc pri izbovej teplote na trepacke. Na
druhy den bol niekolkokrat premyty destilovanou vodou (priblizne 2 — 3 hodiny), nasledne
bol inkubovany 1 minttu s 0,02% Na,S;03 a znovu premyty destilovanou vodou (20 sekund).
Nadobka s gélom bola obalena hlinikovou foliou a gél bol po dobu 10 minut vystaveny
posobeniu 0,1% roztoku AgNOjz. Nasledoval oplach destilovanou vodou a vyvijacim
roztokom s 50 ul 37% formaldehydu. Vo vyvijacom roztoku s formaldehydom bol gél
nechany do objavenia proteinovych pruhov. Reakcia bola zastavena 2,3 M kyselinou
citrobnovou (10 minut). Gél bol este 10 mintt preplachovany v destilovanej vode, po skonceni
bol vlozeny do ¢irej priesvitnej folie a naskenovany.

Pouzité roztoky:
fixaény roztok

— 50 pl 37% formaldehydu; 100 ml 40% metanolu
vyvijaci roztok

— 200 ml 3% Na,COg; 400 ul 0,2% Na,S,03
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3.8 Hmotnostna spektrometria

V spolupraci s Laboratoriom hmotnostnej spektrometrie (Prirodovedeckd fakulta Univerzity
Karlovy) bolo mozné analyzovat’ proteinovy profil slinnych zliaz P. orientalis Melka Werer
a Addis Zemen. Pouzité boli zlI'azy z minimalne tri dni starych samic.

Proteiny boli separované v 12,5% SDS-PAGE géle (4% Startovaci SDS-PAGE gél), na
jednu jamku 10 jamkového hrebena pripadlo 10 Zliaz v 10 ul Tris pufru (2 pg proteinov) za
redukujucich i za neredukujacich podmienok. Gél bol farbeny pomocou Coomasie Brilliant
Blue R-250 (Serva), vizualizované separované proteiny v podobe prazkov boli vyrezané
zgélu (I mm hrubé pruzky) aprenesené¢ do mikroskimaviek. Vzorky boli redukované
(Dithiothreitol, Sigma) a alkylované (Iodoacetamide, Sigma) a nasledne Stiepené trypsinom
(Promega). Vzniknuté natravené peptidy boli separované kvapalinovou chromatografiou
pomocou Ultimate 3000 HPLC system (Dionex). Vzorky rozpustené v 0,3% TCA (kyselina
trichloroctovd) s 10% ACN (acetonitril) boli nanesené do PepMapp 100 C18 RP kolony
(Dionex). Peptidy boli vystavené 45 mintt linearnemu gradientu 5 — 51% ACN s 0,1% TCA,
frakcie boli zberané po dobu 20 minut (45 frakcii po 60 nl). Eluéat bol zmieSany v pomere 1:3
s matricou [20 mg/ml a-cyano-4-hydroxyskoricova kyselina (Sigma) v 80% ACN (Merck)] a
naneseny na MALDI ciel'ové platni€¢ky pomocou Probot microfraction collector (Dionex).

Vzorky boli spracované pouzitim 4800 Plus MALDI TOF/TOF analyzéru (AB
SCIEX) (vybaveného s Nd:YAG laser — 355 nm, rychlost’ palby 200 Hz). Tandemové
hmotnostné spektra (mass spectrum /MS) boli spracované pomocou 4000 Series Explorer
(AB SCIEX).

Spektra boli hl'adané a porovnavané s databazou proteinovych sekvencii ziskanych
z cDNA kniznice Phlebotomus orientalis Melka Werer a Addis Zemen (v spolupraci s NIH,
USA) pomocou software Mascot v 2.1 (Matrix Science). (Kritéria pre hl'adanie v databaze
boli: enzyme - trypsin; taxonomy - none; fixed modification - carbamidomethylation; variable
modification - methionine oxidation; peptide tolerance - 100 ppm, allowing one missed
cleavage; and MS/MS tolerance - 0.3 Da.)

Pouzité roztoky: [vid roztoky v Casti 3.5 Elektroforéza (SDS-PAGE]

3.9 Statistika a pouZité programy

Ziskané data z ELISA testov sme vyhodnocovali pomocou programu NCSS 6.0. Na analyzu
vysledkov sme pouzili dvojvyberovy a parovy T-test. Cut-off hodnoty boli stanovené
pripo¢itanim dvojnasobku smerodajnych odchyliek z absorbancii negativnych kontrol

k priemernej hodnote absorbancii negativnych kontrol.
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Pouzitim anota¢ného softvéru dCAS a programu BIOEDIT sme upravovali sekvencie
mRNA pochadzajuce z cDNA kniznice P. orientalis Addis Zemen a Melka Werer (neprebehla
eSte ru¢na anotacia sekvencii).

Pri priradovani najlepSie sa hodiacich proteinov k aminokyselinovym sekvenciam

ziskanych z hmotnostnej spektrometrie sme vyuzili program SignalP 4.0 a NCBI Blast.
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4 VYSLEDKY

4.1 Protilatkova odpoved’ domacich zvierat na pobodanie Phlebotomus

orientalis

Séra domacich zvierat z Etidpie sme porovnavali s kontrolnymi sérami zo zvierat z Ceskej
republiky aurcovali tak S$tatisticky signifikantné rozdiely v hladinach IgG protilatok proti
slinam P. orientalis. Medzi lokalitami sme urcovali Statisticky vyznamny rozdiel iba pri lo-
kalitach Addis Zemen a Sheraro, pretoze odbery sér v tychto oblastiach prebiehali v rovnaka
dobu na zaciatku mesiaca oktdber. V lokalite Humera boli séra odoberané az na konci no-

vembra toho istého roku.

4.1.1 Protilatkova odpoved’ u psich sér
Porovnanim hladin IgG protilatok proti slinam P. orientalis v psich sérach z Etiopie a v sérach
z kontrolnej skupiny sme preukazali Statisticky signifikantny rozdiel (p < 0,01) (Graf 1). Nad
cut-off hodnotou, ktora bola relativne nizka, sa nachadzalo 76 % (26/34) vzoriek zo vSetkych
analyzovanych etiépskych vzoriek. Najviac pozitivnych vzoriek bolo z oblasti Sheraro, nad
cut-off sa nachadzali vSetky vzorky (7/7), z oblasti Humera to bolo 75 % vzoriek (6/8)
a z oblasti Addis Zemen 68 % (13/19) vzoriek. Pri porovnani lokalit Addis Zemen a Sheraro
nebol zisteny Ziaden Statisticky signifikantny rozdiel v hladinach protilatok proti slindm
P. orientalis (p = 0,686). Nad cut-off hodnotou sa nachadzala i jedna vzorka z kontrolnej
skupiny.

Kedze sme ako kontroly pouZili psie séra z laboratornych chovov, ktoré si chované
v kontrolovanych podmienkach, chceli sme zistit’ aké budu v porovnani k nim hladiny IgG
protilatok v sérach domacich psov povodom z Rumunska, kde sa P. orientalis nevyskytuje,
ale mozu sa tu vyskytovat’ flebotomovia zo spolo¢ného podrodu Larroussius. Ako pozitivne
kontroly sme pouzili vybrané vzorky psich sér z Etiopie, ktoré mali najvySSie hodnoty
protilatok. Hladina IgG protilatok proti slinam P. orientalis bola u vzoriek z Rumunska
signifikantne vysSia ako u vzoriek z laboratornych chovov (p < 0,01) (Graf 2). Nad hodnotou
cut-off sa nachadzalo 80 % (12/15) vzoriek zo vsetkych analyzovanych vzoriek z Rumunska.

Pri porovnani hladin IgG a IgG2 protilatok medzi etidpskymi, rumunskymi sérami
a sérami z laboratornych chovov sme zaznamenali $tatisticky signifikantny rozdiel (p < 0,01).
Vzorky, ktoré dosahovali najvyssie hladiny IgG2 protilatok (OD = 2,22; OD = 0,92; OD =
0,9) dosahovali zaroven aj najvyssie hladiny IgG protilatok (OD = 0,7; OD = 0,36; OD =
0,47).
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Pri analyzovani hladin IgG2 protilatok v psich sérach z Etiopie, z Rumunska

a laboratornych chovov, sme medzi nimi pozorovali vzajomné Statisticky signifikantné
rozdiely (Graf 3). Nad cut-off hodnotou (cut-off = 0,168) sa nachadzalo 88 % (30/34) vzoriek

z etiopskej skupiny, z rumunskej skupiny to bolo 67 % vzoriek (10/15) s jednou vzorkou

vyrazne presahujucou hodnotu cut-off (OD = 0,56).

Graf 1. Protilatkova odpoved’ typu IgG proti slinam P. orientalis u psich sér. (Ciara

predstavuje hodnotu cut-off)
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Graf 2. Porovnanie hladin IgG protilatok proti slinam P. orientalis medzi kontrolnymi

a rumunskymi psimi sérami. (Ciara predstavuje hodnotu cut-off)
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Graf 3. Protilatkova odpoved’ typu IgG2 proti slinam P. orientalis u psich sér. (Ciara

predstavuje hodnotu cut-off)
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4.1.2 Protilatkova odpoved’ u sér z hoviadzieho dobytka

Medzi sérami z Etiopie a kontrolami z Ceskej republiky nebol zaznamenany Ziaden $tatisticky
signifikantny rozdiel (p = 0,199) v hladine IgG protilatok proti slinam P. orientalis (Graf 4).
V ramci etiopskych sér bolo 15 % (16/104) vzoriek nad hodnotou cut-off (cut-off = 0,759).
Hodnota cut-off bola neobvykle vysoka a aj napriek roznym upravam podmienok pokusu sa
nam ju nepodarilo znizit. Najvyssi pocet pozitivnych vzoriek bolo z oblasti Sheraro a to 23 %
(6/26). V oblasti Addis Zemen sa nachadzalo 15 % (9/62) vzoriek nad hodnotou cut-off a
v Humere 6 % vzoriek (1/16). Pri porovnani hladiny IgG protilatok medzi lokalitami Addis

Zemen a Sheraro nebol zaznamenany Ziaden signifikantny rozdiel (p = 0,993).

Graf 4. Protilatkova odpoved’ typu IgG proti slinam P. orientalis u sér z hovidzieho

dobytka. (¢iara predstavuje hodnotu cut-off)

L8 O Ol:jti(’)p’ia |
1,6 - A Ceska republika
1,4 -
12 { O O O
= 1,0 -
& O
N O
n 08 O%\OO O m@) O
° % 30 Own A@
RS RO O
© & % @8 @3 A A
0,4 .y O O
G o ©
0,2 - © A
00" Addis zemen Sheraro Humera  Ceska republika

39



4.1.3 Protilatkova odpoved’ u kozich sér

Hladiny IgG protilatok proti slinam P. orientalis boli u etiopskych sér signifikantne vyssie
(p < 0,05) ako u kontrolnych sér. Signifikantny rozdiel bol dosiahnuty aj napriek vysokym
hodnotam u kontrolnych sér, je preto otazne nakolko bol tento rozdiel relevantny (Graf 5).
Z celkového poctu etiopskych vzoriek bolo nad hodnotou cut-off (cut-off = 0,613) 26 %
(61/239). Hodnota cut-off mala vel'mi vysokt hodnotu, ktort sa nam rovnako ako u sér
z hoviddzieho dobytka nepodarilo znizit. Najviac pozitivnych vzoriek bolo z lokality Sheraro,
nad cut-off hodnotou sa nachadzalo 36 % vzoriek (38/106), z Humery to bolo 17 % (23/133)
vzoriek.

Graf 5. Protilatkova odpoved’ typu IgG proti slinam P. orientalis u kozich sér. (Ciara
predstavuje hodnotu cut-off)
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4.1.4 Protilatkova odpoved’ u ovcich sér

Medzi etidpskymi a ¢eskymi sérami bol preukazany Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,01)
v hladinach IgG protilatok proti slinam P. orientalis (Graf 6). U etiopskych vzoriek
dosahovalo vyssie hodnoty ako mala hodnota cut-off (cut-off = 0,362) 60 % (90/149) vzoriek.
Cut-off mal v pripade ovéich sér o¢akavanii hodnotu. Najviac pozitivnych vzoriek pochadzalo
z oblasti Humera, kde hodnotu cut-off presahovalo 72 % (84/117) vzoriek. V oblasti Sheraro
malo vyssiu hodnotu ako cut-off 20 % (1/5) vzoriek, v oblasti Addis Zemen 19 % (5/27).
Porovnanim hladin protilatok medzi oblastami Addis Zemen a Sheraro nebol preukazany
ziaden signifikantny rozdiel (p = 0,836). Nad cut-off hodnotou sa nachadzala i jedna vzorka

z kontrolnej skupiny.

Graf 6. Protilatkova odpoved’ typu IgG proti slinam P. orientalis u ov¢ich sér. (Ciara

predstavuje hodnotu cut-off)

1,6 - O Etibpia

O A Ceska republika
14 - *
1,2 - |

OD 492 (hm)
o o o
» 0 0] o

o
~

o
)

Addis Zemen Sheraro Humera Ceska republika

41



4.1.5 Protilatkova odpoved’ u somarich sér

Hladiny IgG protilatok proti slinam P. orientalis v etiopskych sérach boli signifikantne vyssie
v porovnani s kontrolami z Ceskej republiky (p < 0,01) (Graf 7). Z celkového mnozstva
analyzovanych vzoriek z Etiopie bolo nad hodnotou cut-off 45 % (9/20) vzoriek. V ramci
lokalit bolo najviac pozitivnych vzorick v Humere, ato 67 % (4/6), v Sherare to bolo 45 %
(5/11) av lokalite Addis Zemen nepresiahla ziadna vzorka hodnotu cut-off. Pri porovnani
lokalit Addis Zemen a Sheraro nebol zaznamenany ziaden signifikantny rozdiel v hladinach
protilatok proti slinam P. orientalis (p = 0,185).

K etiopskym séram sme mali k dispozicii najskor iba kontrolné séra z koni z Ceskej
republiky, neskér sa nam podarilo ziskat iniekol’ko sér zo somarov taktiez z Ceskej
republiky. Ich porovnanim sme chceli zistit' nakol’ko sa od seba lisia v hladinach protilatok
proti slinam P. orientalis a¢i bolo pouzitie konskych sér ako kontrol k somarim séram
z Etiopie vhodné. Porovnanim hladiny IgG protildtok medzi sérami z koni a soméarov sme
nedetekovali ziaden Statisticky signifikantny rozdiel (p = 0,298) (Graf 8). U sér z koni
I somarov bol pozorovany vyrazny rozptyl hodnét protilatok (OD = 0,22 — 1,11). Hodnotu
vysSiu ako cut-off dosahovali dve vzorky, jedna patrila do skupiny koni a druhd do skupiny
somarov z Ceskej republiky. Ako pozitivne kontroly sme pouzili 10 vybranych vzoriek

z Etiopie.

Graf 7. Protilatkova odpoved’ typu IgG proti slinam P. orientalis u somarich sér.

(¢iara predstavuje hodnotu cut-off)

1.2 1 * O Etidpia
| ACR - koit
10 - |
08 -
£ o’
~ O
?’016 | Q\m OO @) A
a) o
8 0 T o o A A
041 O 5 o A% A A
O %AZZAA
02 -

Addis Zemen Sheraro Humera Ceska republika - kon

42



Graf 8. Porovnanie hladin IgG protilatok proti slinam P. orientalis medzi konskymi

a somarimi sérami. (Ciara predstavuje hodnotu cut-off)
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4.2 Imunobloting proteinov slinnych Zliaz flebotomov so psimi sérami
Proteiny slinnych zliaz boli rozdelené elektroforetickou separaciou za neredukujucich
podmienok, preblotované na nitrocelulozovit membranu a nasledne inkubované so psimi
a mysSimi sérami. Cielom bolo zistit, ¢i etiopske psie séra u ktorych boli zistené vysoké
hladiny IgG protilatok proti slinam P. orientalis Melka Werer (MW) skriZzene reaguju so
slinnym zl'azami L. longipalpis, S. schwetzi a C. quinquefasciatus.

Proteinové profily P. orientalis MW, L. longipalpis, S. schwetzi a C.
quinquefasciatus farbené amidocernov sa od seba signifikantne odliSovali.

Proteiny P. orientalis MW rozpoznavali réznou intenzitou vybrané psie séra z Etiopie,
majoritne sa jednalo o proteiny s molekulovou hmotnostou 32, 37, 38, 40, 42 a 44 kDa.
Podobny vysledok bol iV pripade séra zlaboratorneho psa pobodaného P. perniciosus
(pouzity ako pozitivna kontrola, ked’ze P. perniciosus je blizkym pribuznym P. orientalis,
rovnako patri do podrodu Larroussius) a Balb/c mysi pobodanych P. orientalis MW. Psie séra
z Rumunska, preimunne psie séra a preiminne mySie sérum nerozpoznavali vobec alebo
vel'mi slabo 3 — 6 proteinov v rozmedzi 32 — 44 kDa. ViditeI'na bola i vel'mi slaba skrizena
reakcia laboratorneho psa pobodaného L. longipalpis viazuceho 42 a 44 kDa proteiny.
U mySich sér s protilatkami proti S. schwetzi a C. quinquefasciatus nebola vidite'na ziadna
skrizena reakcia s proteinmi P. orientalis MW (Obrazok 5, 6 ,7).

Pri imunoblotingu so slinnymi Zlazami L. longipalpis etiopske psie séra slabo
skrizene reagovali s proteinom s molekulovou hmotnost'ou 50 kDa, reakcia s tymto proteinom
bola iu laboratorneho psa pobodaného P. perniciosus iu preiminneho psieho séra. Pes
pobodany L. longipalpis viazal silne homoldgne proteiny. Balb/c my$ pobodana P. orientalis
MW slabo rozpoznavala 4 proteiny v rozmedzi 19-32 kDa, u preiminneho mysieho séra
nedoslo k ziadnej reakcii (Obrazok 5).

U slinnych zliaz S. schwetzi rozpoznavali etiopske, rumunské séra a preiminne sérum
S variabilnou intenzitou majoritne proteiny S molekulovou hmotnostou 36 — 37 KkDa.
V pripade dvoch etiopskych sér a jedného rumunského séra bol viditelny pruh o velkosti
priblizne 51 kDa, jedna etidpska vzorka rozpoznavala i protein s molekulovou hmotnostou 30
kDa. Nebola pozorovana Ziadna skrizena reakcia u mysich sér (Obrazok 6).

V slinnych zl'azach C. quinquefasciatus sa etiopske a rumunské psie séra silne viazali
na 2 proteiny s molekulovou hmotnost'ou 22 a 58 kDa. Protein s vel’kost'ou 58 kDa bol slabo
rozpoznavany preiminnym sérom, podobne je to i U mysi postipanej P. orientalis MW. Mys
postipana C. quinquefasciatus reagovala silne s homolognymi proteinmi (Obrazok 7).

V tomto pripade bola zaznamenané slaba skrizena reakcia u mysich sér, kde sa protilatky voci
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proteinom P. orientalis MW slabo viazali na proteiny C. quinquefasciatus. Na imunoblote,
kde boli pouzité iba séra mysi postipanych P. orientalis MW a C. quinquefasciatus nedoslo
k ziadnej skrizenej reakcii (Obrazok 8).

ORI LON ORI LON
kDa

1 23 4 5% J0117 8 NP2 38 E5 6 7.8
Obrazok 5. Imunoblot s psimi sérami a antigénmi P. orientalis MW (ORI) a L. longipalpis
(LON): 1 - 3 psie séra z Etiopie; 4 pes postipany L. longipalpis; 5 pes postipany P.
perniciosus; 6 preiminne psie sérum; 7 mys postipana P. orientalis MW; 8 preiminne mysie

sérum
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Obrazok 6. Imunoblot s psimi sérami a antigénmi P. orientalis MW (ORI) a S. schwetzi
(SCHW): 1 — 3 psie séra z Etiopie; 4 — 5 psie séra z Rumunska; 6 preiminne psie sérum; 7
mys postipana P. orientalis MW; 8 mys postipana S. schwetzi
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Obrazok 7. Imunoblot s psimi sérami a antigénmi P. orientalis MW (ORI) aC.
quinquefasciatus (CUL): 1 — 3 psie séra z Etiopie; 4 — 5 psie séra z Rumunska; 6 preimtinne

psie sérum; 7 mys postipana P. orientalis MW; 8 mys postipana C. quinquefasciatus
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14 2 1SNy 4535 14824 38| 4 5
Obrazok 8. Imunoblot s mySimi sérami a antigénmi P. orientalis MW (ORI) aC.
quinquefasciatus (CUL): 1 preimiinne sérum; 2 — 3 mys postipana C. quinquefasciatus; 4 — 5

mys postipana P. orientalis MW.

NajintenzivnejSie reakcie boli vzdy ziskané s homolognymi sérami. Etidopske psie séra
sa dobre viazali na proteiny P. orientalis, najvyraznejSia védzba bola ale pozorovana s
proteinmi C. quinquefasciatus, podobne to bolo i u rumunskych psich sér. Preimiinne psie
séra na rozdiel od mySich preimunnych sér v niektorych pripadoch slabo viazali proteiny
slinnych Zliaz flebotomov. U mySich sér nebola pozorovana ziadna skriZzena reakcia, vynimku
tvorilo mySie sérum s protilatkami proti P. orientalis, ktoré rozpoznavalo proteiny
L. longipalpis. U etidopskych psich sér bola viditeIna jasna skrizend reakcia so slinnymi

zl'azami L. longipalpis.
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4.3 Proteinovy profil Phlebotomus orientalis

Porovnanim vysledkov z hmotnostnej spektrometrie s cDNA kniznicami kolonii P. orientalis

Melka Werer (MW) a Addis Zemen (AZ) sme ziskali 12 proteinov slinnych Zliaz patriacich do
7 rodin: yellow related, apyraza, D7-related, PpSP15-like, Ag5-related, ParSP25-like
a PpSP32-like  (Obrazok 9).

identifikovanych pre koloniu P. orientalis Addis Zemen 10 proteinov patriacich do 6 rodin

Za neredukujucich podmienok (Obrazok

10A) bolo

(Tabul’ka 3), za redukujucich podmienok (Obrazok 10B) bolo identifikovanych pre obe

koldnie 8 proteinov patriacich do 5 proteinovych rodin (Tabul'ka 4). Nebol najdeny ziaden

signifikantny rozdiel medzi kniznicami P. orientalis MW a AZ.
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Obrazok 9. Proteinovy profil P. orientalis za neredukujicich (A) a redukujucich

podmienok (B)
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Obrazok 10. Proteinové profily P. orientalis AZ a MW za neredukujicich

A

a redukujucich podmienok (B)
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Tabul’ka 3. Proteinovy profil P. orientalis AZ za neredukujucich podmienok

, , NCBI
(II:/ID;') R A NCBI BEST MATCH PRISTUPOVE
CiSLO
42 42 kDa yellow-related salivary protein SP03 (Phlebomus ABA43049
yellow-related perniciosus) - -
m 42,6_kDa salivary yellow-related protein (Phlebotomus ADJ54080
tobbi)
38/37 apyrézovi 35,2 kDa salivary apyrase (Phlebotomus tobbi) ADJ54077
40 rodina 35,5 kDa salivary apyrase (Phlebomus perniciosus) ABB00906
27 27 kDa D7-related salivary protein SP10 (Phlebotomus ABA43058
D7-related perniciosus)
25/24 27,1 kDa salivary D7-related protein (Phlebotomus tobbi) | ADJ54095
14 13,8 kDa salivary PpSP15-like protein (Phlebotomus ADJ54086
PpSP15-like  (onol)
13 P 14,9 kDa salivary PpSP15-like protein (Phlebotomus ADJ54084
tobbi)
71/32 | ParSP25-like 38,8 kDa salivary protein (Phlebotomus tobbi) ADJ54098
30 kDa antigen 5-related salivary protein SP07
28 AgS-related (Phlebotomus perniciosus) ABAA43055
Tabul'ka 4. Proteinovy profil P. orientalis AZ, MW za redukujucich podmienok
MH | PROTEINOVA NCBI
kolénia (kDa) RODINA NCBI BEST MATCH PRIS’!‘UPOVE
CiSLO
41,5 kDa salivary yellow-related protein
AZ |46 low-relateq | (PhIEDOtoMuS tobbi) ADJ54079
AZIMW | 26/24 y 42,6 kDa salivary yellow-related protein ADJ54080
(Phlebotomus tobbi)
apyrazova 35,2 kDa salivary apyrase
AZIMW | 42/40 rodina (Phlebotomus tobbi) ADI54077
AZ/MW | 33 27 kDa D7-related salivary protein SP10 ABA43058
D7-related (Phlebotomus perniciosus)
N 31 27,1 kDa salivary D7-related protein ADJ54095
(Phlebotomus tobbi)
13,8 kDa salivary PpSP15-like protein
MW 14 POSP15-like (Phlebotomus tobbi) ADJ54086
AZ/MW | 13 P 14,9 kDa salivary PpSP15-like protein ADJ54084
(Phlebotomus tobbi)
. 28 kDa salivary protein SP05
MW | 31 PpSP32-like (Phlebotomus perniciosus) ABA43053
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5 DISKUSIA

Protilatky proti slinam flebotomov maja predpoklad na vyuzitie ako ukazovatele expozicie
alebo ukazovatele rizika prenosu leishmaniézy na hostitela (zhrnuté v [Volf a kol., 2008;
Andrade a Teixeira, 2012]). V nasich pokusoch sme sledovali vyskyt protilatok proti slindm
P. orientalis u domacich zvierat z endemickych oblasti VL Vv severnej a severozapadnej
Etiopii.

Z piatich druhov analyzovanych zvierat bol signifikantny rozdiel v hladindch IgG
protilatok medzi etidpskymi a kontrolnymi sérami zaznamenany U psov, koz, oviec a somarov.
U psov priniesla tato metéda ocakavané vysledky. Potvrdili sme, Ze vyuZzivanie protilatok
proti slindm flebotomov ako ukazovatel'ov expozicie u psich sér je vhodna, tak ako to uz bolo
preukazané i u psov prirodzene pobodanych P. perniciosus a L. longipalpis (Gomes a kol.,
2007; Vlkova a kol., 2011).

V pripade k6z, somarov a hoviadzieho dobytka sme zaznamenali vysoké hodnoty cut-
off (vyratané pripocitanim dvojnasobku smerodajnych odchyliek z absorbancii negativnych
kontrol Kk priemernej hodnote absorbancii negativnych kontrol), je preto diskutabilné c¢i
dosiahnuty signifikantny rozdiel mdézeme povaZovat za relevantny. Vysoké hodnoty IgG
protilatok proti slinam P. orientalis u kontrolnych sér z Ceskej republiky by mohli byt
zapric¢inené skrizenymi reakciami s protilatkami proti inym druhom krvsajiceho hmyzu.

Prac, ktoré sa zaoberaji skrizenymi reakciami medzi flebotomami a inymi druhmi
krvsajiceho hmyzu je len ve'mi malo. Wahba a kol. (2005) zaznamenali moznu skrizenu
reakciu medzi flebotomami a komarmi, konkrétne sa jednalo o P. papatasi a C. pipiens.
Zistili, ze pocet komdrov sajucich na SkreCkovi, na ktorom predtym opakovane sal
P. papatasi, sa signifikantne znizoval so stiipajucim poctom nasatych flebotomov, ¢o by podl'a
autorov mohlo byt désledkom protilatkovej reakcie proti zhodnym antigénom slinnych Zliaz
flebotomov akomarov. Skrizend reaktivita bola pozorovana 1imedzi plosticami
a flebotomami, kde sérum zo sliepky imunizovanej T. infestans skrizene rozpoznavalo na
immunoblote tri proteiny slinnych Zliaz P. duboscgi (Schwarz a kol., 2009b). Co sa tyka inych
skupin krvsajiceho hmyzu, skrizené reakcie boli zaznamenané medzi komarmi a ploSticami
podc¢elade Triatominae (Nascimento a kol., 2001; Schwarz a kol., 2009b) a medzi muskami
(¢el'ad” Simuliidae) a pakomarikmi (Celad” Ceratopogonidae) (Hellberg akol., 2009;
Schaffartzik a kol., 2010).

Skrizené reakcie medzi jednotlivymi druhmi flebotomov je nutné brat’ do uvahy aj
v ramci etiopskych sér. Aj ked je protilatkova odpoved’ na antigény slin flebotomov va¢sinou

hostitel'sky Specifickd, medzi niektorymi druhmi boli pozorované slabSie alebo silnejSie
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skrizené reakcie (Molf a Rohousova, 2001; Rohousova a kol., 2005; Teixeira a kol., 2010).
Okrem P. orientalis sa v endemickych oblastiach VL vo vychodnej Afrike vyskytuju aj iné
druhy flebotomov. Vel'mi pocetnym zastiipenim Casto prevySujucim vyskyt P. orientalis sa
vyznacuje rod Sergentomyia (Quate, 1964; Elnaiem a kol., 1997; Gebre-Michael a kol., 2007;
Ngumbi akol., 2010). Sergentomyia spp. st pritomné v lesnom poraste, ale vo velkom
mnozstve boli zaznamenané i V ruralnom prostredi (Quate, 1964; Elnaiem a kol., 1997;
Lambert a kol., 2002; Ngumbi a kol., 2010) s vysokym percentom zastupenia vnutri obydli
asypok (Lambert akol.,, 2002). Zastupcovia tohto rodu saji na studenokrvnych
i teplokrvnych cicavcoch, niektoré druhy saju i na F'ud’och (Quate, 1964). Na zaklade tychto
informécii je teda pravdepodobné, ze moézu vyuzivat doméce zvieratd ako zdroj krvi, ¢o
podporuju nase vysledky z imunoblotingu, kde etidpske psy rozpoznavali r6znou mierou
proteiny S. schwetzi. U mysi s protilatkami proti tymto flebotomom sme ale Ziadnu skrizenti
reakciu medzi P. orientalis a S. schwetzi nepozorovali (imunoblot detailnejSie opisany nizsie).

Séra domécich zvierat pochddzala ztroch lokalit v Etiopii. Najviac pozitivnych
vzoriek u psov (100 %), hovadzieho dobytka (23 %) a koz (36 %) bolo z lokality Sheraro a
u oviec (72 %) a somarov (67 %) z lokality Humera. Najmenej pozitivnych vzoriek u psov
(68 %), oviec (19 %) a somarov (0 %) bolo z lokality Addis Zemen a u hovddzieho dobytka (6
%) z lokality Humera. Pri porovnanim lokalit Addis Zemen a Sheraro nebol pozorovany
ziaden signifikantny rozdiel. V oblastiach nizin (Humera) a vysoCin severozdpadu (Addis
Zemen) ma P. orientalis dominantné zastiipenie (Gebre-Michael a kol., 2007; Gebre-Michael
akol., 2010). V oblasti Sheraro nebol doteraz vyskyt P. orientalis publikovany, ale jeho
pritomnost’ v tejto lokalite je pravdepodobna na zaklade predbeznych vysledkov vyskumu
nasho laboratdria. Tento predpoklad potvrdzuje aj to, Ze madme v laboratornych podmienkach
k dispozicii koloniu P. orientalis pochadzajucu z tejto lokality.

Interpretacia ziskanych vysledkov je pomerne narocnda z ddvodu uz vyssie
spomenutych vysokych hodnoét cut-off u koz, somarov a hoviddzieho dobytka. Dolezita ulohu
tu hra aj neznamy zdravotny stav analyzovanych zvierat. Jedine v pripade psov a oviec bola
hodnota cut-off prijate'na a ziskany signifikantny rozdiel sme mohli povazovat’ za relevantny.
Vyrazne nizka hodnota cut-off bola u psov sposobend pouzitim sér z laboratornych zvierat,
ktoré st chované v kontrolovanych podmienkach a su tak menej vystavené krvsajucemu
hmyzu, ¢o eliminuje moznost’ skrizenych reakcii. Na porovnanie sme k psom z laboratérnych
chovov pridali psov z ruralneho prostredia Rumunska, kde sa mozu vyskytovat’ flebotomovia
z podrodu Larroussius (P. neglectus, P. perfiliewi) (Dancesco, 2008). Medzi tymito dvoma

skupinami bol pozorovany signifikantny rozdiel, ale i tak boli hodnoty IgG protilatok nizke
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vzhl'adom k etiopskym séram, z Coho vyplyva, ze by sa dali pouzit' ako vhodné kontrolné
séra.

Pri merani hladin IgG2 protilatok proti slinam P. orientalis u psich sér sme pozorovali
signifikantne vysSie hladiny IgG2 protilatok u etiopskych sér v porovnani s rumunskymi
sérami a sérami z laboratornych chovov. ZvySené hladiny IgG2 protilatok proti slinam
flebotomov P. perniciosus aL. longipalpis boli pozorované iu psov v prirodnych alebo
laboratornych podmienkach alebo u psov imunizovanych rekombinantnymi proteinmi L.
longipalpis (Hostomska a kol., 2008; Collin akol., 2009; Vlkova a kol., 2011). U psov
prirodzene vystavenych pobodaniu P. perniciosus bola pozorovana negativna korelacia medzi
IgG2 protilatkami proti P. perniciosus a rizikom prenosu leishmaniozy (Vlkova a kol., 2011).

Signifikantny rozdiel bol namerany ipri porovnani hladin IgG a IgG2 protilatok
u psich sér z Etiopie, Rumunska a laboratornych chovov. Zaujimavou informaciou bolo, ze
etiopske vzorky s troma najvyS$imi hodnotami IgG2 protildtok mali zaroven aj najvysSie
hladiny IgG protilatok. Tieto zistenia koreSponduju s predoslymi vysledkami, ze vyvoj
protilatok typu IgG a IgG2 ma rovnaku dynamiku (Hostomska a kol., 2008; Vlkova a kol.,
2011). Medzi rumunskymi sérami sa nachadzala jedna vzorka, ktora niekolkonasobne
presahovala svojou hodnotou IgG2 protilatok hranicu cut-off. Zarovenl mala i1 najvysSiu
hladinu IgG protilatok medzi rumunskymi sérami, ale hodnotu cut-off presahovala
minimalne.

Znasich vysledkov mdZeme teda vSeobecne predpokladat, Ze domace zvieratd
Z oblasti severnej a severozapadnej Etiopie prichadzaju do styku s P. orientalis a predstavuju
tak vhodny zdroj potravy. Zoofagne spravanie tohto flebotoma bolo potvrdené u psov
z vychodného Sudanu a hovidzieho dobytka zo severozapadnej Etiopie (Hassan a kol., 2009;
Gebre-Michael a kol., 2010). To, ze P. orientalis saje na domacich zvieratach naznacuje jeho
mozny vyskyt v blizkosti T'udskych obydli. Tuto hypotézu podporuji Studie o vyskyte
flebotomov v ruralnych oblastiach vychodného Sudanu (Lambert a kol., 2002; Hassan a kol.,
2004). Je otazne nakolko sa domace =zvieratda zapajaji do cyklu VL v severngj
a severozapadnej Etiopii, kedZe tu nebol doteraz ndjdeny ziaden flebotomus infikovany
L. donovani (Gebre-Michael akol., 2007; Gebre-Michael akol., 2010) abolo najdenych
minimum infikovanych zvierat (Bashaye a kol., 2009), na rozdiel od zisteni z vychodného
Sudanu (Elnaiem a kol., 1997; Elnaiem a kol., 1998; Dereure a kol., 2000; Mukhtar a kol.,
2000; Lambert a kol., 2002; Hassan a kol., 2004; Hassan a kol., 2009).

Na zaklade ziskanych vysledkov sme usudili, Ze pouzivanie celych slinnych zliaz ako
ukazovatela expozicie nie je u vac¢siny druhov domacich zvierat vhodné z hl'adiska Specificity

3
52



krvsajiceho hmyzu. Pouzivanie rekombinantnych proteinov slinnych Zliaz ako ukazovatel'ov
expozicie sa zda byt vhodnejSou metdédou. Zvysuje sa tak Specificita reakcie eliminovanim
skrizenych reakcii ako to bolo potvrdené Vv pripade flebotoma L. longipalpis (Souza a kol.,
2010; Teixeira a kol., 2010) a plostice T. infestans (Schwarz a kol., 2009a).

V naSich chovoch mame k dispozicii dve etiopske kolonie P. orientalis, jedna pochadza
z oblasti s vyskytom VL (Addis Zemen) a druha z oblasti bez hlaseného pripadu VL (Melka
Werer). Ich porovnanim sme chceli zistit’, ¢i je proteinové zlozenie slin u kolénii zhodné. Na
zéklade analyzy proteinovych profilov oboch kolonii za redukujucich podmienok pomocou
MALDI TOF/TOF analyzéru sme zistili, ze kolonie sa neliSia. 1 v pripade dvoch kolonii
P. duboscqi z geograficky odlisnych oblasti Keni a Mali bolo zistené takmer identické
zlozenie proteinov slinnych Zliaz (Kato a kol., 2006). K rovnakym zaverom sa prislo iV
pripade skiimania variability SP15 proteinu slinnych Zliaz kolonii P. papatasi pochadzajtcich
z prirodzenej populacie zo Sudanu a z laboratornych kolonii z Egypta, Jordanska, Izraela
a Saudskej Arabie (Elnaiem a kol., 2005). Podobne to bolo i v pripade apyrazy zo slinnych
zliaz 20 roznych kolénii P. ariasi zo severovychodného Spanielska a juzného Franctzska
(Mahamdallie a Ready, 2012). V pripade L. longipalpis bola zase zistena vysoka variabilita
proteina slinnych Zliaz, maxadilana, medzi populdciami toho ist¢ho druhu z Brazilie,
Kolumbie a Kostariky (Lanzaro a kol., 1999).

Za redukujtcich a neredukujucich podmienok sa u oboch kolonii nasli §tyri proteinové
rodiny: yellow related, apyrazova rodina, D7-related a PpSP15-like. Rodiny ParSp25-like
a Agb-related boli najdené iba za neredukujucich podmienok a rodina PpSP32-like iba za
redukujicich podmienok. N4jdené proteinové sekvencie boli najviac podobné k proteinovym
sekvenciam P. perniciosus aP. tobbi, ¢o potvrdzuje blizke taxonomické postavenie
P. orientalis, P. perniciosus a P. tobbi v podrode Larroussius. Vyssie spomenuté proteinové
rodiny boli najdené aj u vsetkych Studovanych druhov flebotomov, ato u P. papatasi,
L. longipalpis, P. perniciosus, P. argentipes, P. duboscqi, P. ariasi, P. arabicus, P. tobbi a P.
sergenti (Valenzuela a kol., 2001; Valenzuela a kol., 2004; Anderson a kol., 2006, Kato a kol.,
2006; Oliveira a kol., 2006; Hostomska a kol., 2009, Rohousova a kol., 2012).

Yellow related proteiny st charakteristické pre hmyz. Pomenovanie tejto rodiny
proteinov vzniklo na zaklade mutacie génu u Drosophila sp., ktory tak produkoval Zlty
fenotyp indikujuci poruchu melanizacného procesu. Sucastou tejto rodiny je i protein
materskej kasicky v&iel (zhrnuté v Ribeiro akol, 2010). Uloha vyellow proteinov
u flebotomov nie je zatial' znama. VoIf a kol. (2002) zistili, Zze lektin zo samic P. duboscqi

vykazuje vysoku podobnost’ k yellow proteinom blizko pribuzného druhu P. papatasi a L.
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longipalpis. Rekombinantné yellow proteiny L. longipalpis (LIM11, LIM111, LIM17) viazu
prohemostatické a prozépalové biogénne aminy, najma seretonin, katecholaminy a histamin.
Mysi imunizované proteinom LJM11 mali protektivnu imunitu proti infekcii L. major (Xu
akol., 2011), naopak umysi imunizovanych yellow proteinmi P. papatasi sa nasledky
infekcie L. major zhorsili (Oliveira a kol., 2008). U P. orientalis boli za neredukujtcich
podmienok najdené dva yellow proteiny s molekulovymi hmotnostami 42 a 44 kDa a za
redukujucich podmienok boli nédjdené taktiez dva yellow proteiny s molekulovymi
hmotnostami 44 a46 kDa. Yellow proteiny boli jednymi z majoritne rozpoznavanych
proteinov etidpskymi psimi sérami. Podobne to bolo iupsov aliSok pobodanych L.
longipalpis (Bahia a kol. 2007; Gomes a kol., 2007; Hostomska a kol., 2008) a P. pernicosus
(Vlkova akol., 2011). Yellow proteiny boli silne rozpoznavané aj sérami l'udi vystavenych
pobodaniu L. longipalpis s vyvinutou bune¢nou imunitou proti L. infantum (Gomes a kol.,
2002), rovnako to bolo i u 'udi vystavenych pobodaniu P. papatasi (Rohousova a kol., 2005).
Rekombinantné yellow proteiny L. longipalpis LIM11 a LIM17 predstavuji u l'udi a psov
vhodné ukazovatele expozicie (Texeira a kol., 2010).

Apyrazova rodina proteinov hydrolyzuje ATP aADP, ktoré su dolezitymi
hemostatickymi a zapalovymi agonistmi uvolnenymi krvnymi doStickami a poSkodenymi
tkanivovymi bunkami. Apyrazy flebotomov patria do rodiny typu Cimex (zhrnuté v [Ribeiro
a Arca, 2009; Ribeiro akol., 2010]). Pri analyze proteomu P. orientalis sme detekovali
za neredukujtcich podmienok tri apyrazy s molekulovymi hmotnost'ami 37, 38 a 40 kDa a za
redukujucich podmienok dve apyrazy s molekulovymi hmotnostami 40 a 42 kDa. Na
imunoblote boli etiopskymi psimi sérami jednymi z najvyraznejSie rozpoznavanych proteinov.
To, Ze apyrazy patria k majoritne rozpoznavanym proteinom l'udskymi a psimi sérami, bolo
dokazané iv pripade P. perniciosus, P. papatasi aL. longipalpis (Gomes akol., 2002;
Rohousova akol., 2005; Hostomska a kol., 2008; Vlkova a kol., 2011). Rekombinantna
apyraza L. longipalpis (LJL23) bola oznafena ako potencionalny marker expozicie u psov
(Teixeira a kol., 2010).

D7-related rodina ma pomenovanie podl'a D7 proteinu, ktory bol najdeny v cDNA
kniznici proteinov slinnych zliaz Aedes aegypti. Neskor sa zistilo, ze patri do superrodiny
Odorant binding proteins (OBP). U komarov bolo zistené, Zze sa jedna o kratagonistov silne
viazucich biogénne aminy a leukotriény, ktoré vyuzivaji na potldanie zapalovych
a hemostatickych agonistov. U flebotomov nie je ich funkcia znama (zhrnuté¢ v [Ribeiro
aArca, 2009; Ribeiro akol.,, 2010]). V proteome P. orientalis sme zaznamenali za
neredukujucich podmienok tri D7 proteiny s molekulovymi hmotnostami 24, 25 a 27 kDa a

za redukujicich podmienok dva D7 proteiny S molekulovymi hmotnostami 31 a 33 kDa.
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D7 proteiny boli etiopskymi psimi sérami rozpozndvané velmi slabo, silnejSia vézba bola
viditelnd u jedného séra zo Siestich sér, ktoré malo vysoké hodnoty protilatok proti P.
orientalis. Inak to bolo u I'udi s protilatkami proti P. papatasi, kde bola viditeI'na silna védzba
na D7 protein (Rohousova a kol., 2005), rovnako to bolo i u psov v pripade L. longipalpis
(Bahia akol., 2007; Hostomska a kol., 2008). Podobne ako rekombinantny yellow protein
a apyraza, predstavuje i D7 protein L. longipalpis (LJL13) vhodny marker expozicie u psov
(Teixeira a kol., 2010).

PpSP15-like proteiny sti pomenované podl'a 15 kDa proteinu patriaceho P. papatasi
(Valenzuela a kol., 2001, Oliveira a kol., 2008) a st pribuzné s OBP, kam patri aj D7 proteiny
(Anderson a kol., 2006). Ich uloha nie je znama ale pri imunizacii mysi PpSP15 proteinom
bola ziskana imunita vo¢i L. major, ktorej vektorom je prave P. papatasi (Valenzuela a kol.,
2001; Oliveira a kol., 2008). Za redukujucich a neredukujticich podmienok boli u P. orientalis
najdené dva PpSP15-like proteiny s molekulovymi hmotnostami 13 a 14 kDa. Tieto antigény
boli podobne ako pri D7 proteinoch rozpoznavané iba u jedného zo Siestich etidpskych sér.

ParSP25-like rodina bola pomenovana podl'a proteinu SP25 najdeného u P. ariasi. Ich
funkcia nie je znama. MySi imunizované ParSp25 proteinom mali vysoké hladiny IgGl
protilatok a silnt DTH reakciu po pobodani P. ariasi (Oliveira a kol., 2006). V proteome P.
orientalis je tento protein viditelny iba za neredukujucich podmienok a ma molekulovi
hmotnostou 32 a 71 kDa. ParSP25-like protein s molekulovou hmotnostou 32 kDa patril
Kjednym z majoritne rozpoznavanych proteinov etiopskymi psimi sérami, skrizene ho
rozpoznavalo i sérum psa pobodaného P. perniciosus. Vlkova a kol. (2011) zaznamenali, Ze
psie séra s anti-P. perniciosus protilatkami silne rozpoznavali neznamy protein s molekulovou
hmotnostou 33 kDa charakterizovany ako PpeSP08. Tento protein je podl'a Andersen a kol.
(2006) pribuzny k SP25 proteinu P. ariasi. ParSP25-like proteiny boli doteraz najdené iba
u podrodu Adlerius (P. arabicus) a u podrodu Larroussius (P. ariasi, P. perniciosus, P. tobbi)
(Rohousova a kol., 2012).

Proteinova rodina Ag5-related bola pdévodne opisana zjedu mravcov a os.
U tabanidov ¢lenovia tejto rodiny pravdepodobne plnia Glohu inhibitorov agregacie krvnych
dostic¢iek (zhrnuté v [Ribeiro a Arca, 2009; Ribeiro a kol., 2010]), u bodavky stajnovej
(Stomoxys calcitrans) Ag5 protein viaze silne imunoglobuliny, hlavne ich Fc fragment (Ameri
a kol., 2008). Je vel'mi tazké urcit’ vlastnosti tychto proteinov v slinach krvsajuiceho hmyzu
z dovodu odlisnych funkcii jednotlivych ¢lenov proteinovej rodiny (zhrnuté v Ribeiro a Arca,
2009). Ag5 protein bol uP. orientalis zaznamenany iba za neredukujucich podmienok
s molekulovou hmotnostou 28 kDa. Tento protein bol vel'mi slabo rozoznévany etiépskymi

sérami, na rozdiel od Ag5 proteinu P. perniciosus, ktory bol silne rozpoznavani psimi sérami
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s protilatkami proti P. perniciosus (Vlkova a kol., 2011).

PpSP32-like rodina je pomenovana podla SP32 proteinu P. papatasi, ktory je
podobny hodvabnemu proteinu paviika Nephila claviceps (Valenzuela a kol., 2001). Funkcia
tejto proteinovej rodiny nie je znama, ale u P. perniciosus a L. longipalpis vykazuja PpSP32
proteiny podobnost’ s kolagén viazucimi proteinmi (Valenzuela a kol., 2004; Anderson a kol.,
2006). V proteome P. orientalis bol najdeny protein z rodiny PpSP32-like iba za redukujucich
podmienok s molekulovou hmotnostou 31 kDa. Ked’ze imunobloty boli robené iba za
neredukujiacich podmienok, nevieme ¢i by tento protein bol rozpoznavany psimi sérami
a nemame tak ziadne informacie o jeho imunogénnych vlastnostiach.

Pri imunoblotingu so slinnymi zl'azami P. orientalis rozpoznavali etidopske psie séra
najmé proteiny s molekulovou hmotnost'ou 32, 37, 38, 40, 42 a 44 kDa, ktoré patria do rodin
ParSP25-like, apyraz a yellow-related. Na zaklade tychto vysledkov by sa dali tieto
imunodominantné proteiny vyuzit v podobe rekombinantov ako ukazovatele expozicie
flebotomom, podobne ako v pripade L. longipalpis (Souza a kol., 2010; Teixeira a kol., 2010).
Tieto proteiny vel'mi slabo rozpoznavali aj psie séra z Rumunska. Pravdepodobne sa jednalo o
skrizené reakcie medzi flebotomami z podrodu Larroussius vyskytujucich sa v Etiopii
a Vv Rumunsku. Této slabd skrizend reakcia koreluje s vysledkami z ELISA testu. Blizka
pribuznost’ flebotomov v tomto podrode bola preukdzana i v pripade, ked’ pes pobodany P.
perniciosus skrizene rozpoznaval vac¢sinu proteinov slinnych zliaz P. orientalis.

Lutzomyia longipalpis je novosvetskym druhom flebotoma s vyskytom v oblastiach
Strednej aJuznej Ameriky, kde je vektorom L. infantum (Killick-Kendrick, 1999).
Nevyskytuje sa vobec v Starom svete a preto sme neocakavali skrizené reakcie s P. orientalis.
U etiopskych psich sér s protilatkami proti P. orientalis bola viditelna skrizena reakcia
s 50 kDa proteinom slinnych zliaz L. longipalpis. Tento protein bol vyrazne okrem inych
rozpoznavany aj homolognym sérom. Protein s 50 kDa molekulovou hmotnostou bol
skrizene rozpoznany aj sérom psa pobodaného P. perniciosus. Tento protein bol rozpoznavany
psimi a lis¢imi sérami z oblasti vyskytu L. longipalpis v Brazilii (Teixeira a kol., 2010). V inej
studii z tej istej oblasti rozpoznavali lis¢ie séra protein s molekulovou hmotnostou 44 kDa
apsie séra rozpoznavali silne proteiny s molekulovou hmotnostou 44 a 45 kDa (Gomes
a kol., 2007). Séra z laboratornych psov opakovane postipanych L. longipalpis viazali okrem
inych aj antigény S molekulovymi hmotnostami 37 — 39 a 45 kDa, ktoré s najvysSou
pravdepodobnostou patria do rodiny Yellow proteinov (Hostomska a kol., 2008). Psy
prirodzene infikované L. infantum rozpoznavali na imunoblote dva proteiny slinnych zliaz L.
longipalpis s molekulovou hmotnost'ou 28,6 a 47,3 kDa (Bahia a kol., 2007), ticto proteiny

boli identifikované ako D7 protein a yellow protein (Valenzuela a kol., 2004; Bahia a kol.,
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2007). Rekombinanty tychto proteinov boli dobre rozpoznavané psimi sérami s protilatkami
proti L. longipalpis (Teixeira a kol., 2010). Teixeira a kol. (2010) pozorovali skrizenu reakciu
medzi P. perniciosus aL. longipalpis u psich sér s anti-L. longipalpis protilatkami, ktoré
skrizene viazali niekolko proteinov P. perniciosus. V nasom pokuse pes pobodany
L. longipalpis slabo skrizene rozpoznaval niekol’ko proteinov P. orientalis amys
s protilatkami proti P. orientalis slabo skrizene viazala proteiny L. longipalpis. Skrizené
reakcie medzi P. perniciosus aL. longipalpis a medzi P. orientalis aL. longipalpis su
pravdepodobne spésobené tym, Ze flebotomovia z podrodu Larroussius, ktori sa vyznacuju
blizkou pribuznostou (ako uz bolo spomenuté vyssie), zdielaju spolocné antigény s L.
longipalpis.

Sergentomyia schwetzi patri do rodu Sergentomyia s c¢astym predominantnym
vyskytom v oblastiach vychodnej Afriky (Quate, 1964; Elnaiem a kol., 1997; Balkew a kol.,
1999; Lambert a kol., 2002; Gebre-Michael a kol., 2007; Ngumbi a kol., 2010). Podl'a Quate
(1964) je hlavne lesnym druhom, ale je vel'mi dobre zastipeny aj na pastvinach a v dedinach,
s Castym vyskytom vnutri budov (Quate, 1964; Elnaiem a kol., 1997; Lambert a kol., 2002).
Znamymi hostiteI'mi su studenokrvné a teplokrvné zvierata vratane ¢loveka (Quate, 1964). Na
zaklade tychto informacii sme chceli zistit, ¢i pri tak vysokom zastupeni v danych lokalitach
predstavuju psy vhodného hostitel'a a ¢i dochddza k skrizenym reakcidm s antigénmi
P. orientalis.

Etiopske a zaroveinl i rumunské psie séra rozpoznavali slabsie ¢i silnejSie 36 a 37 kDa
proteiny slinnych zliaz S. schwetzi. Jedno z troch etidopskych sér navyse silne viazalo proteiny
s molekulovou hmotnostou 30 a 51 kDa. Protein s molekulovou hmotnostou 51 kDa silne
rozpoznavalo aj d’alSie psie sérum z Etiopie, vel'mi slabo ho rozpoznévalo i1 rumunské sérum.
Variabilne rozpoznavané antigény S. schwetzi mézu znamenat’, ze psy prisli do kontaktu
stymto flebotomom aboli vystavené pobodaniuréznou mierou. To, Ze psy moZu
predstavovat’ atraktivneho hostitel'a pre S. schwetzi bolo zistené na zaklade hostitel'skych
preferencii tohto flebotoma (Hassan akol., 2009). Studia zo Senegalu nevylucuje mozny
prenos psej lesihmanidzy S. schwetzi aS. dubia (Senghor akol., 2011). Rozpoznavanie
antigénov S. schwetzi rumunskymi psimi sérami mohlo bolo pravdepodobne spdsobené
skrizenou reakciou medzi S. schwetzi a S. minuta, ktora sa nachadza v Rumunsku (Dancesco,
2008). Ziadna skrizena reakcia nebola pozorovana u mysich sér. Mys s protilatkami proti S.
schwetzi rozpoznavala homologne antigény, majoritne 36 a 37 kDa proteiny, viditelny bol
I protein s molekulovou hmotnostou 12 a 30 kDa.

Culex quinquefasciatus je druhom s rozlahlym arealom vyskytu v oblasti subtropov

a tropov a principidlne saje na vtdkoch. Do naSej analyzy bol vybrany, pretoze sme chceli
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zistit’ ¢i etidpske psie séra rozpoznavaju proteiny slinnych zliaz tohto druhu a ¢i dochadza k
skrizenym reakciam medzi antigénmi Culex a Phlebotomus.

Etiopske arumunské psie séra silne viazali 22 a 58 kDa proteiny patriace C.
quinquefasciatus. Na zaklade vysledkov zimunoblotingu mézeme predpokladat, Ze ako
etiopske, tak aj rumunské psy priSli do kontaktu s C. quinquefasciatus vdaka jeho
kosmopolitnému rozsireniu. Zaujimavé je, ze v pripade jednej vzorky psa z Etiopie bol
vyrazne viditelny iba 58 kDa protein, ¢o by mohlo znamenat’ niz§iu mieru expozicie. Ziadna
skrizena reakcia nebola spozorovand u mysich sér. MySie séra na rozdiel od psich sér silne
viazali 6 proteinov s molekulovou hmotnostou od 22 — 64 kDa. Nascimento a kol. (2000)
popisali u mysi s protilatkami proti C. quinquefasciatus reakciu s 28,3 a 35,7 kDa proteinmi.
U Tudi sosilnym alergickymi reakciami na pobodanie tymto druhom rozpoznévali IgE
protilatky proteiny s molekulovou hmotnostou 28 a35 kDa. Tieto proteiny boli
identifikované ako D7-proteiny (dos Santos Malafronte a kol., 2003).

Pri imunoblotingu proteinov so slinnymi zlazami flebotomov sme pozorovali
Vv niektorych pripadoch vel'mi slabé reakcie preiminnych psich sér s tymito proteinmi. Doslo
k tomu pravdepodobne z dévodu nespecifickych reakcii. Pri interpretovani nasich vysledkov
je nutné brat’ do uvahy, Ze sme nemali informdcie o si¢asnom ani minulom zdravotnom stave
etiopskych a rumunskych psov. Pripadne ochorenia by totiz mohli ovplyvnit' reakcie

imunitného systému.

Nasimi pokusmi sme zistili, Ze pouZivanie protilatok ako ukazovatel'ov expozicie proti
celym slinnym Zl'azdm flebotomov funguje iba u niektorych druhov domacich zvierat,
konkrétne u psov a oviec. U zvySnych zvierat neboli ziskané vysledky jednoznacné. Je preto
vhodné uvazovat’ o nahradeni celych slinnych zliaz rekombinantnymi proteinmi, ¢im by sa
obmedzili skrizené reakcie. V naSom laboratoriu sa pracuje na tvorbe rekombinantnych
proteinov slinnych Zliaz P. orientalis. Jednym z vyuziti tychto rekombinantov je ich pouzitie
rovnako ako v pripade celych slinnych zliaz, na opakované testovanie sér domacich zvierat na
pritomnost’ protilatok proti slinam P. orientalis. Predpokladdme, ze by sme mohli tak
dosiahnut’ vyssiu $pecificitu reakcie a tym padom lepSie osvetlit' spravanie P. orientalis a

ulohu domaécich zvierat v prenose VL.
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6 ZAVERECNE ZHRNUTIE

V tejto praci sme detekovali pritomnost’ IgG protilatok proti P. orientalis u domacich zvierat
z endemickych oblasti VL v severnej a severozapadnej Etiopii. Z piatich druhov zvierat bol
signifikantny rozdiel v hladinach protildtok medzi etiopskymi a kontrolnymi sérami
zaznamenany u psov, kdz, oviec a somarov. V pripade kéz, somarov a krav sme ale pozorovali
vysoké hodnoty cut-off a je preto diskutabilné, ¢i bol dosiahnuty signifikantny rozdiel
relevantny. Predpokladame, e vysoké hodnoty IgG protilatok kontrolnych sér z Ceskej
republiky st spdsobené skrizenymi reakciami s protildtkami proti inym druhom krvsajiceho
hmyzu a svoju tlohu tu hra aj neznamy zdravotny stav zvierat. Na zaklade nasich vysledkov
usudzujeme, ze pouzivanie celych slinnych zliaz ako ukazovatelov expozicie nie je vhodné

u vacsiny druhov domacich zvierat z hl'adiska nizkej Specificity reakcie.

Pri merani hladin psich IgG2 protilatok proti slinam P. orientalis sme zaznamenali
signifikantne vyssie hladiny u etiopskych sér v porovnani s kontrolnymi sérami. Zaroven sme
pozorovali, ze vzorky s vysokymi hodnotami IgG2 protilatok mali aj vysoké hodnoty IgG
protilatok, ¢o potvrdzuje predoslé zistenia o rovnakom vyvoji dynamiky u IgG a lgG2
protilatok. Zaroven sme potvrdili, Ze upsov je meranie Specifickych 1gG algG2 proti

antigénom slinnych zliaz vhodné pre zistovanie expozicie flebotomom.

Pri imunoblotingu so slinnymi zl'azami P. orientalis etiopske psie séra rozpoznavali najméa
proteiny s molekulovou hmotnostou 32, 37, 38, 40, 42 s 44 kDa, ktoré¢ boli definované ako
ParSP25-like, apyrazy a yellow proteiny. Pri testovani reakcii sér so slinnymi zl'azami inych
druhov krvsajuceho hmyzu, sme pozorovali skrizenu reakciu etiopskych psich sér s antigénmi
novosvetského flebotoma L. longipalpis, rovnako to bolo i v pripade mysieho séra s anti-P.
orientalis protilatkami. Etiopske psie séra rozpoznavali 36, 37 a 51 kDa proteiny slinnych
zliaz S. schwetzi a 22 a 58 kDa proteiny C. quinquefasciatus. Oba tieto druhy sa v Etiopii
vyskytuju a je teda pravdepodobné, ze testované psy s nimi prisli do kontaktu. U mysSich sér

ziadna skrizena reakcia tychto druhov s P. orientalis nebola pozorovana.

Analyzovanim proteinovych profilov slinnych Zliaz kolonii P. orientalis AZ a P. orientalis
MW pomocou MALDI TOF/TOF analyzéru sme zistili, Ze proteinové zloZenie slin u oboch
kolonii sa neliSi. Najdené proteinové rodiny suhlasili s proteinovymi rodinami doteraz

popisanymi v proteinovych profiloch slinnych Zliaz inych druhov flebotomov.
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