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Abstrakt

Leishmani6za je vyznamné lidské parazitarni onegwictropi a subtrop, které je
pienaseno sanim drobného krevsajiciho hmyzt Ridebotomus Lutzomyia Touto chorobou
trpi lidé v mnoha oblastech&wa, zejména v Africe, Latinské Americe, jizni gesini Asii, ale i
v okoli Stedozemniho m@ a na Sednim Vychod. Projevy onemoami jsou od mirnych
koZnich giznaki az po zdvazné smrtelné visceralni formy. Leishmas mnoZi a vyvijeji
v travicim traktu flebotorin, kam se dostavaji s krvi hostitelFlebotomové se vSak Zivi i
cukernymi roztoky z rostligi produkovanymi jinym hmyzem (n&pmedovice mSic). ifjfem
rozlicné potravy zpsobuje, Ze jsou do istv flebotond piijimany i mikroorganismy, které
mohou mit vliv na vyvoj fenaséi i na genaSené parazity. Ke kontaminaci traviciho traktu
flebotomi bakteriemi dochazi tézéhem larvalniho vyvoje. Samice kladou ¢ do mist
s vyskytem organického detritu a rozkladajicichziseciSnych vykal, kde se larvy nasledn

Zivi a vyvijeji.

Predkladanyclanek, ktery byl publikovan ve Folia Parasitologisa zabyva slozenim
bakterialni mikrofléry u laboratognchované koloni€hlebotomus duboscdie stevech larev i
dosgglct byly identifikovany aerobni nebo fakultativnanaerobni gramnegativni ¢tgky.
Poprvé byl u flebotorn potvrzen transstadialnignos bakterii z larev aZz do dékyi. Bakterie
kmene AK, identifikovana jako ro@chrobactrum byla v hojném mnoZstvi izolovana zéest
larev, z kukel i z no¥ vylihnutych samic. Prace byla dopiva ovrenim hypotézy, Ze lektinova
aktivita piitomné ve sevech flebotor neméa antibakterialnicinek na gramnegativni bakterie.
Poznatky a zavry této publikace jsou citovany ve vice jak dvousitiédich novych praci

tykajicich se bakterialni mikrofiéry flebotdm

Diive se pedpokladalo, Ze mikroorganismy nedoka¥ézivat drastické fyziologické
zmeny probihajici ve stadiu kukly a Ze deékp se lihnou se sterilnim travicim traktem. Dnes j
jiz ziejme, Ze wvkteré bakterie dokazi metamorfézu hmyzezbvat. \&dci uvazuji, Ze bakterii
schopnych fezit metamorfozu hmyzu by bylo moZné vyuZit v bgad&ém boji proti
flebotomim ¢i flebotomy genaSenym leishmaniim. Tato nova strategie biol@gikéntroly
(zvana ,paratransgenenze”) trepgpoklada vyuzZiti bakterii jako nosiiel geni pro
antileishmaniové molekuly. Transegenni bakteriebgly s potravou vpraveny do traviciho
traktu flebotond, kde by se mnoZily a produkovaly vybrané molekslantiparazitarnim
acinkem. K tomuto delu se jevi jako vhodné symbiotické, komenzélrjiné bakterie, u nichz

je preziti metamorfézy hmyzu jednim ze zakladnitbdpoklad.

Kli¢ova slova:
Leishmani6zaPhlebotomusLutzomyia stevni bakterieQchrobactrum antimikrobialni
molekuly.



Abstract

Leishmaniasis is an important human parasitic disexd tropical and subtropical areas
transmitted by bloodsucking insects of the geRbkebotomusor Lutzomyia There are many
people under threat, especially in Africa, Latin émoa, South and Central Asia, in the
Mediterannean and the Middle East. The diseasefessifrom mild skin symptoms to fatal
viscerals forms. Leishmania parasites proliferat davelop in the digestive tracts of sand fly.
Phlebotomine sandflies feed on sugar solutions ymed by plants or other insets (eg.
honeydew of aphids). Intake of various food caudes contamination of gut with many
microorganisms that may affect the vector and/angmitted parasites. In addition, microbial
colonization of the digestive tract occurs duriagvll development. Females lay eggs in places

rich in organic detritus and decaying animal faesmsing as a larval food.

The article published in Folia Parasitologica dedts the composition of the bacterial
microflora in laboratory-reared colony Bhlebotomus duboscdVainly aerobic or facultative
anaerobic gramnegative rod-shaped bacteria wengifidd in the gut of larvae and adults. We
demonstrated, for the first time in the sandflieansstadial passage of bacteria from larvae to
adults. Bacteria of strain AK, identified as gefiushrobactrum was isolated in large numbers
from the gut of the larvae, the pupae and from gevwdtched females. In addition, the work
revealed that the lectin activity present in thadsly midgut has no antibacterial activity
against gramnegative bacteria. The findings andlosions presented in this paper were cited

in more than twenty recent articles related to dxéat microflora of sand flies.

Previously, it was assumed that these microorganisan not survive the drastic
physiological changes during pupation and the adertterge with sterile digestive tract. Today
it is, however, clear that some bacteria can sarthe insect ethamorphosis. Scientists consider
that these bacteria could be used in biologicatrobof sand flies or transmitteldeishmania
parasites. This novel strategy of biological confoalled “paratransgenesis”) use the bacteria
as carriers of genes for antileishmanial molecllessgenic bacteria eaten by sand flies and
their larvae would proliferate in their gut and g¢wee selected molecules with antiparazitic
effect. For this purpose, it seems appropriatesmthe symbiotic, commensal or other bacteria

that can survive methamorphosis of the insects.

Keywords:
LeishmaniasisPhlebotomusLutzomyia gut bacteriaQchrobactrum antimicrobial molecules.
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1. Mikroorganismy krevsajiciho hmyzu

Mikroorganismy se vyskytuji v travicich traktechmg& vSech Ziveichu, vcetné hmyzu.
Podle jejich fisobeni na fitness jedince séifa jednat o relativhneSkodné komenzaly, kte
z hostitele &Zi, ale na oplatku mu neposkytuji Zadnou vyhodul¢bia Dillon, 2004) nebo
o mikroorganismy s negativnim vlivem na Zivot hiedského hmyzu (entomopatogeny), nebo
0 organismy symbiotické, které jsou pro Zivot hmyejeho Usgsny vyvoj nezbytné. Mnoho
praci se v satasnosti ¥nuje druhové rozmanitosti a identifikaci bakteriéievni mikroflory
hmyzu s cilem nalézt vhodné modelové mikroorganisiyoji proti zavaznym, vektory
pienaSenym lidskym chorobam jako jsou virova boatd onemoaini, malérie, spava nemaoc,
Chagasova choroba, leishmanidzy a filaridzy.

Strategie vyuZiti hmyzich igvnich mikroorganisin v boji proti lidskym nemocem
maze byt trojiho typu: (1) mikroorganismy negativn ovliviiuji primo svého nositele
(entomopatogeny),(2) mikroorganismy moduluji parazitarni infekci ve taiovi nebo
(3) mikroorganismus (symbiotick§i komenzalni, neba'¢ba i virus) je geneticky modifikovan
za (telem produkce konkrétnich antiparazitarnich molekupraven z§ do vektora, aby zde
tyto molekuly exprimoval a zahtaval existenci a/nebo mnoZeni vektorerferaSenych
parazifi (tzv. ,paratransgeneze“ — viz nize). Tyto moznasdi jevi jako idealni z hlediska
lokalizace vyvoje fenaSeného parazita (ten jéijiman, prodlava swij vyvoj, pog. je
vylu¢ovan fiznymi ¢astmi bakteriemi osidleného traviciho systémuhéediska jednoduchosti

kontaminace vektora vybranymi mikroorganismy (S@adu larev event. sdnim désp).

Ad 1) Dosud bylo izolovano gkolik desitek druti bakterii prokazatethvykazujicich
status fakultativnich¢i obligatnich patogen hmyzu K nejvyznamijSim drutim pati:
Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens, Serrati@waseens, S. entomophilzastupci rodu
Clostridiuma Bacillus (B. cereus, B. thuringensis, B. sphaerjcagialSi. Jsou vyuzivany v boji
proti dosglcam i larvdm hmyzu (larvicidy), Skodi produkci endatar a/nebo masivni invazi
do hmyziho dla (septikémie). ToxinyB. thuringensisa B. sphaericusyly vyzkou3eny a jsou
pouzivany v boji proti larvam a dadpam komafi (Castro a kol., 2012) i proti flebotdm
(Wahba, 2000). Larvicidnidinek na larvyAn. stephensiC. quinquefasciatus A. aegypti
(vektory malérie, dengue a filari6éz) maji i filtyaz bakterieStreptomyces citreofluorescens
(Singh a kol., 2012). Bakterie rodgerratia a Klebsiella ozn&ili jako patogenni pro komary
nag. Seitz a kol. (1987), Pumpuni a kol. (1993) a Gdez-Ceron a kol. (2003).

Ad 2) Bakterie, plist a jimi produkované antimikrobialni peptidy toxiny mohou
rovrnéZz vyznami ovliviiovat ezivani a Zivotni cyklus parakitv travicim traktu hmyzich

pienaSét. Pumpuni a kol. (1996) identifikovali uiznych druli anofeti nag. bakterie



S. marcescens, Klebsiella ozonae, Pseudomonas iaesaga Enterobacter agglomerana
v3imli si vyznamné redukce Pt oocystP. falciparumu samic po fjmu cukerné, dmito
bakteriemi kontaminované potravy. Ukazalo se, Zeragonii plasmodii jsou schopny
ovliviiovat jen gramnegativni, nikoliv grampozitivni baide Autdi rovnéZz naznduji, Ze
bakeriemi ovliviné stevni prostedi vyvolava v hmyzichipnaSéich obecné obranné imunitni
reakce, které rowZ mohou mit vliv na fenasené parazity.

Bylo zjiSttno, Ze ¢erveny pigment prodigiosin produkovany bakte3ii marcescens
(i nekterymi dalSimi druhy bakterii) maji antibakteriélantifugalni a antiprotozodlnicimky
(Croft a kol.,, 2002). Trypanolytickd aktivita bylpozorovdna prév v souvislosti se
S. marcescenfAzambuja a kol., 20Q4Castro a kol., 2007a) a tentyZinek byl popsan i u
bakteriePseudomonas fluoresce(idercado a Colon-Whitt, 1982). Azambuja a kol.2pse
v3ak nedomnivaji, Ze za trypanolyticky efekt je mmg@dny vyhrade prodigiosin. Moraes
a kol. (2008, 2009) studovali lyticky efekt pigmgmbdukujicich a pigment-neprodukujicich
S. marcescemnsaleishmania chagasi L. braziliensis Pipousgji roli prodigiosinu, ale zarove
upozonuji spiSe na vyznam D-manose-vazebného receptoriimmiich bakterie, ktery je
zodpo¥dny za navazani bakterie a vede k lyze leishmBniidigiosin niZze mit vliv nap. i na
funkci mitochondrii (naruSeni oxidativni fosforygctrypanozom (Genes a kol., 2011). Bylo
rovnéz pozorovano, Ze derivat prodigiosinu (heptyl pgomhin) je schopny zabijet
P. falciparumin vivo (Lazaro a kol., 2002).

Existuje celatrada dalSich potencialnich antiparazitarnich molefarddukovanych
raznymi stevnimi bakteriemi (fevazi S. marcescens, P. aeruginosa, P. fluorescens,colE.
E. cloacaea Enterococcus faeca)is- jako nap. cytotoxické metaloprotedzy, hemolyziny,

antibiotika, hemaglutininy (shrnuto dle Azambujlch, 2005).

Ptitomnost mikroorganisinve €lech hmyzu aktivizuje jejich vribi imunitni systém.
Imunitni odpo¥di hmyzu zahrnuji slozku bgdnou (fagocyt6za hemocyty, mikroagregace,
enkapsulace, fenoloxidazova kaskada) a humordkfirfly, lysozym, antimikrobialni peptidy
(AMP)). Vycet a vyznam &kterychantimikrobialnich peptid @ (AMP) u krevsajiciho hmyzu
shrnuje Boulanger a kol. (2006). Tyto molekuly seremuji ve stew a/nebo hemolyndf
hmyzu po infekci parazity (bakteriemi prvoky), jsou nedilnou s@asti imunitniho systému
hmyzu a mohou vyznamirregulovat vyvoj Bkterych parazit. Mezi ¢asto diskutované AMP
pati defensin, cecropin, attacin, diptericin, stomagxgpidaecin, melittin, dermaseptin a dalsi.
Je znamo, Zedhteré tyto molekuly maji ibmé antiparazitarni (antiprotozoarnijiniky nebo
naopak mohou branit parazitické prvokg@ patogennimdinkem bakterii.

Pongrné dolfe jsou AMP prostudované ugmaseén trypanosom (plostic a mouchy
tse-tse) a u komar(viz nag. shrnujici publikace Boulanger a kol., 20@&ambuja a kol.,

2005). U flebotor jsou v8ak poznatky o antimikrobidlnich molekulaeiim omezené. Zajem



védca je zamgien na defensin. Jeho antileismanicidni aktivitaalghznamenana veretech

a hemolymd P. duboscqgpo infekci promastitoty.. major (Boulanger a kol., 2004). ZvySena
exprese genu pro defensirLulongipalpisbyla pozorovanadhem prvnich 48 hodin poistni
infekci promastigotylL.. mexicanaa teti den po jejich intratorakalni injekci (Teller&@akol.,
2013). Leishmanicidnidinek maji nap. i pavoki AMP (gomesin) (Silva a kol., 2000), AMP
produkované Zabami (temporiny #iZe skokana hifuého) (Mangoni a kol., 2005 sawi
cathelicidin-type antimikrobiélni molekuly (cath@tliin bovine myeloid antimicrobial peptide
BMAP-28) (Lynn a kol., 2011).

AMP jsou v sodasnosti velice aktuélni z hlediska moZnostipravy transgennich
organisni, bud’ piimo transgenniho hmyzu nebo transgennich baktpravenych do séva
hmyzu za delem produkceéthto molekul (tzv. ,paratransgeneze®) (Coutinho-édra kol.,
2010). Jako nejvhodisi mikroorganismy pro genovou manipulaci se jeunisiotické nebo
komenzalni bakerie Zijici v travicich traktech hmyZyto vybrané mikroorganismy by éig
podle Hurwitze a kol. (2011) smivat nasledujici pozadavky: (1) trvalé souZiti kteem,
ktery danou chorobu tpnasi, (2) snadna kultivovatelnost in vitro, (3) neicka
modifikovatelnost, (4) bezpaost a stabilita, (5) snadna reinfikovatelnost wekt a
(6) transgenni produkt musi interagovat s parazi®jni autéi shrnuji vySe navrzeny postup
pro model flebotomus — leishmanie takto: Nejprvepgdieba vybrat vhodny bakteridlni druh
a geneticky jej upravit za¢élem produkce antileishmaniovych molekul. Déale agsintakto
upravené bakterie vpravit do mist, kde flebotomkhaglou sva vagka — tam se vylihlé larvy
kontaminuji s fijatou potravou. Je bezpodmi@mé nutné, aby tyto bakterie igZivaly
metamorfézu flebotoma augtaly v jeho travicim traktu &kenischopné a produkovaly tak
vybrané antiparazitarni molekuly blokujici vyvojislemanii v dosgych samicich (Hurwitz
a kol., 2011).

Ad 3) Symbiotické a komenzalni mikroorganismy(kvasinky, bakterie a rickettsie)
byly u hmyzu popsény hla¥rve stevech, ale i v reprodgkich organech, tukovyckilesech,
Malpighiho trubicich, hemolyngf a dalSich¢astech hmyzihoéla. Hitomnost symbiorit
v travicich traktech hmyzu je nezbytnd pro dopkni esencidlnich Zivin (aminokyselin,
vitamin), které jsou v nedostateém mnozstvi fijimany z vréjsino prostedi. Rada hmyzich
symbiotickych mikroorganistnje dilezitd i pro Zivotaschopnost a plodnost svého tasti
a mize hrat i vyznamnou roli ve vyvojifpnasSenych paragit Jejich odstratni ma ¢asto
negativni dopad na Zivot a vyvoj hmyzu samotnéhmonavliviiuje jeho nachylnost k infekci
parazity. Nap. Dong a kol. (2009) antibiotiky eliminovaliisni mikrofléruAn. gambiea to
zpasobilo, Zze komé byli nachylrgjsi i infekci P. falciparum V této praci je poukdzano rosin
na fakt, Ze tkteré bakterie (jejich gsobky) mohou branit infekci plasmodii priinictvim

aktivizace imunitniho systému komara.



Symbioticky organismus Wolbachia pipientis (gramnegativni bakterieceledi
Rickettsiace obligatni intracelularni parazit Sirokého spekttanovai) byl poprvé popsan
Z vaje&nikid komaraCulex pipiengHertig a kol., 1924). Tato bakterie je znantéadevsim jako
vyznamny manipulator reprodékiho potenciélu svych hostitelSii se genosem v cytoplazén
vajicka na potomstvo v mateké linii. Wolbachie je v posledni délvelice ¢asto diskutovana
praw jako organismus vhodny k biokontrole hmyzeberSenych lidskych nemoci (Sinkins
a O’Neill, 2000). Byl pozorovan jeji efekt madu Zivotnich funkci hmyzich vektor nag. po
unx¥lé infekci komah Aedes aegyptiprenaSée horé€ky dengue) touto bakterii doSlo ke
zkraceni Zivota a snizenému sani krve u kdng@urley a kol., 2009), zarovebyl pozorovan
i pfimy negativni vliv na Zivotni cyklus viru dengueidB a kol., 2010lturbe-Ormaetxe, 2011).
RovreZ u viru zapadonilské hatky byla zaznamenana inhibice replikace RNAfitgmnosti
wolbachii (Hussain, 2013). Na jiném kotima laboratornim modelu,A. aegypti —

P. gallinaceumbyla pozorovana vyznamnda redukce oocyst u kémérinfekci wolbachiemi
(Moreira a kol., 2009). SniZzeni vyskytu lidskychaghodii po infekci wolbachiemi bylo
popsano i LAn. gambieg(Kambris a kol. 201,0Hughes a kol. 203 Walker a Moreira, 2011).
Stejny fenomén byl pozorovéan i u koraa filarii (Kambris a kol., 2009). Vyskytu wolbachi
a jejich fylogenezi ve vztahu kznym drulim fleboton#i Starého a Nového 8ta se ¥noval
Ono a kol. (2001) a Azpurua a kol. (2010). BenlaabReady (2003) popsali dva kmeny
wolbachii z fiznychc¢ésti tla samé i samicPhlebotomus perniciosusP. papatasi

NejznangjSimi endosymbionty ve &@w glossin jsou wolbachie, konkrétn
Wigglesworthia glossinidiaa Sodalis glossinidiugdiive zndmé jako RLO = rickettsia-like
organismy).S. glossinidiusirychluje vyvoj trypanosom v glossiifWelburn a Maudlin, 1991),
naopak jeji odstrami negativié ovliviiuje délku Zivota glossiny (Dale a Welburn, 2001).
Glossiny bezW. glossinidia maji naruSeny proces traveni krve a nemohouiée
reprodukovat (Pais a kol., 2008).

Jen pro dopkni vytu zde pipomindm znamé symbiotické vztahy ploStic
a aktinomycet u dvojicRhodnius prolixux — Rhodococcuhodnii a T. infestans —
Corynebacteriakde bakterie zaji¥iji ploSticim Zivotg nezbytné vitaminy a hraji takilézitou
roli ve vyvoji plostic (Durvasula a kol., 200Blurwitz a kol., 2011). Saisti stevni mikroflory
komari rodu An. stephengisou zase symbiotické bakterie rodgaia (Favia a kol., 2007), po

jejich odstragini doslo k opozghému vyvoji larev (Chouaia a kol., 2012).



2. Strevni mikroflora flebotomi

Flebotomové Diptera: Psychodidaejsou vyznamni fenaseéi lidského parazitarniho
onemocgni tropl a subtrop - leishmaniézy. Leishmanidza jetgwbovanatznymi druhy rodu
Leishmania(bi¢ikati prvocitadu Trypanosomatidaa mé wkolik forem (kozni, difzni kozni,
kozrs-sliznicni a visceralni). Kfenosu natlovéka dochazi p sani drobného krevsajicicho
dvoukiidiého hmyzu rod#Phlebotomugve Starém Si¢) neboLutzomyia(v Novém S¥t€). Se
slinami vektora se do lidskéh@&ld dostavaji infeéni stddia — metacykiii promastigoti.
Leishmaniozou trpi lidé v mnoha oblastecktay zejména v Africe, Latinské Americe, jizni
a stedni Asii, ale i v okoli $edozemniho me a na Sednim Vychod. T¢Zké formy tohoto
onemockni zpasobuji zavazna znetieni az smrt. WHO odhaduje celégwy vyskyt
onemockni priblizné na 12 milior, s ra@&ni amrtnosti okolo 60 tisic lidi a asi séva miliény
novych gipadi ro¢né. Asi 350 milior lidi v 88 zemich sita Zije s rizikem néakazy (WHO,
2012).

Flebotomové, stefhjako WtSina dalSich parazitickych dvatig@lych, @ijimaji potravu
dvojiho typu: krev jako zdroj bilkovin a cukernézroky rostlinného (miza, nektai
ZivociSného fivodu (medovice msic) jako zdroj sachéarids potravou se do jejich traviciho
traktu dostavajitzné typy mikroorganisin (bakterie, plis#, fleboviry, tizni zastupcieledi
Trypanosomatidae. lidskych patogennich i nepatogennich drigishmanii). V souvislosti
s @ijmem potravy rostlinného gwodu stoji za zminku, Zeékteré okrasné rostliny (nap
Solanum jasminoidesRicinus communjspasobi na dosfé flebotomy toxicky a vyrazh
zkracuji jejich zivot (Schlein a kol., 2001). Kerktaminaci traviciho traktu flebotaimdochéazi
jiz béhem larvalniho vyvoje. Samice kladou ¥&8A do mist s vyskytem organického detritu
a rozkladajicich se zie@nych¢i lidskych vykah. Zde se naslednvyvijeji larvalni stadia, ktera

se Zivi snisici tlejiciho materialu spolu s Sirokym spektremnoorganisnd.

O stevni mikrofl@e flebotond a jejim mozném vlivu naipzZivani a reprodukci, jakoz
i na interakci vektor-patogen (flebotomus-leishmednje celko¢ zndmo relativd méalo.
V poslednich cca 25-ti letech vSak zajetdah o tuto problematiku z vySe nazeaych divodi
stoupé. Je znamockolik praci, které popisuji bakteridlni faunu veestech laboraton
molekularg genetickych. Klasické mikrobiologické kultiai a identifik&ni metody byly
zvoleny i v pokusech B. duboscqijejichZ vysledky jsou shrnuty wipZenémélanku.

Otazka vlivu stevni mikroflory na vyvoj leishmanii ve flebotomedk poprvé
diskutovana Adlerem a Theodorem (1929)fiktgozornili na to, Ze mikroorganismyifpmné

ve stevech flebotor mohou zabngovat vyvoji leishmanii. Schlein a kol. (1985) zaaremali
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zvySeny vyskyt mikroorganisim (bakterii i plisni) ve $evech a Malpighiho trubicich
u Phlebotomus papatasiP. tobbia zopakovali hypotézu, Ze jejicliijpmnost niZze negativa
ovliviiovat vyvoj a moznosti fignosu leishmanii. Plignizolované ze #tv laborators
chovanychP. papatasiAspergillus sclerotioruna Saccharomyces cerevis)aee jimi infikovani
flebotomové vykazovaly rezistenciidi experimentalni infekcL. major. Autoii ale zarové
ptipoustji, Ze rekteré stevni bakterie mohou likvidovatist plisni a tim nefimo napoméhat
vyvoji leishmanii ve flebotomech. Studie r@éZndemonstruje antibakterialni aktivitéifwmnou
ve stevech flebotor proti riznym drutim bakterii E. coli, Staphylococcus aureus, Shigella
sonnei, Streptococcuskupiny A a Pseudomonas aerugingsa kulture. Tyto vysledky
odpovidaji i naSim idveéjSim zjiSenim — lyzaty se sev a €l flebotomi vykazovaly
antibakterialni aktivitu proti grampozitivnim bakfen Micrococcus luteusa Bacillus subtilis
(Kiewegova, 1999).Tim, Ze rkteré bakterie a plisnpiijaté s cukernou potravou mohou
eliminovat leishmaniové infekce nebo dokonce flebot i zabijet, se zaobiral ve svych
vyzkumech i Killick-Kendrick (1987).

Rajendran a Modi (1982) popsali u velizijicich druli Phlebotomus argentipes
a Sergentomyia(lndie) nasledujici bakterieE. coli, Bacillus sp., Staphylococcus sp.,
Micrococcus tetragenea rekolik druhi plisni. Stevni mikrofléru uPhlebotomus pedifea
P. elgonensistudovali Sang a Chance (1993). Tito &iutaznamenali posmné vysoky podil
grampozitivnich nepatogennich bakterii r@orynebacteriunve stevech samici) sowtasném
vyskytu promastigdt leishmanii, coZ bylo v souvislosti s vySe uvedenyéry Schleina a
kol. (1985) pekvapivé. Dillon a kol. (1996) izolovali 17 driuhbakterii z volg Zijicich
P. papatasi(Egypt). Nejvice byly zastoupeny druBynterobacter cloacgeAeromonas sobria,
Pseudomonas sp., Acinetobacter apblize neidentifikované grampozitivni i gramnigd
koky. BakterieEnterobacter cloacage uvaéna jako nejastji se vyskytujici a Zivot svého
nositele neovlitujici stevni bakterie ZelediEnterobacteriacea ve stevech hmyzu (Tanada a
Kaya, 1993). Velic&asto je popisovana zeevt miznych druli rodu Phlebotomus Lutzomyia
(viz dale).

Dillon a kol. (1996) dale zji®vali mnozZstvi bakterii ve igvech v zavislosti na sfa
samic. Ukazalo se, Ze @y bakterii vyskytujicich se verstwvechcerstv vylihnutych flebotom
byly nizké, nejvysSich gti pak bylo dosahovano od 5.-6. dne po vylihnuti klkuTyto
vysledky odpovidaji skut@osti, Ze ve sevech hmyzich larewsré pied zakuklenim probihaji
procesy eliminace ivnich mikroorganisin diky vyraznym fyziologickym zgmam uvnit
streva a pravépodobr téZ diky zvySené antibakterialni aktéitTeprve po vylétnuti novych
dosgglct se stevni mikrofléra postuph obnovuje néistem stavajicich, kuklenitgzivsich
mikroorganisni, ¢i (a to je pravépodobr ¢asgji) novymi kontaminacemi zijjaté potravy.
Toto podporuji i vysledky viloZzené publikaci, ze kterych jerggmy masivni naist patu

bakterii od 2. dne porpmu krevni potravy. Zajimavym vysledkem z uvederéce je roviZ
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to, Ze byl poprvé u flebotoinpotvrzen transstadialnitgnos bakterii z larevies kukly do
dosglych flebotonii. Transstadialni fignos bakterii byl poz§l zjistén i u P. argentipes
(Hurwitz a kol., 2011). U komérroduAnophelesyl transstadialniiienos bakterii potvrzen jiz

diive usgSnym pasazovanif. coliHS5 z larev az do do&jpd (Pumpuni a kol., 1996).

U voln¢ Zijicich flebotond Nového Swta, konkrétg u L. longipalpis(Brazilie, Minas
Gerais) studoval stvni mikrofloru Oliveira a kol. (2000). Identifikav 8 druli bakterii:
gramnegativni nefermentujici bakteriéc{netobacter Iwoffii, S. maltophilia, Pseudomonas
putina a Flavimonas oryzihabitafis fermentujici Enterobacter cloacae, Klebsiella ozaehae
a grampozitivni druhy Racillus thuringensisa Staphylococcus spp Je zajimavé, Ze
entomopatogenni bakterg thuringensidyla v této praci izolovana z 18 % samicgktarych
samda flebotomi.

Na ttech brazilskych voka Zijicich populacichL. longipalpis provadl! swvij vyzkum
i Gouveia a kol. (2008). N&jstji se vyskytovaly: rodEnterobacter, S. maltophilia, Pantoea
aglomerans, S. marcescens, Flavimonas oryzihahitéiebsiella oxytoca, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aerugin@gaVsudygitomna gramnegativrifantoea aglomeranie
povaZzovana za jednu z ta$tji se vyskytujicich bakterii vifrod (v padé, na rostlinach).
Pouze dva stejné bakterialni druhy bylyedtim popsany Oliveirou a kol. (2000)
u L. longipalpis — E. cloacaea S. maltophilia coZz naznéuje, Ze by se mohlo jednat
o mikroorganismy trvalejiffebyvajici v travicim traktu tohoto druhu.

Mikrofléra flebotomi byla now studovana i na povrchu (kutikule) flebotbm
Akhoundi a kol. (2012) naSli veistvech a na povrchu 5 druflebotomi ze severozapadni
oblati iranu (z oblasti vyskytu visceralni leishritay) Siroké spektrum hub a bakterii. Zgesa
i kutikuly z&roveir izolovali (S. marcescens, P. fluorescens, K. ozaenae, Acawtob
B. subtilis, M. luteus pouze ze #¢va E. cloacae, E. cola C. albican$ a pouze z kutikuly
(Asaia sp., Pantea sp houbyFusariuma Geotrichun). Navic vysledovali, Ze gty bakterii ze
sttev i z kutikuly se zvySuji sémem od hladovych samic aZz po samice gravidni, tedy

mladych po staré.

Pro identifikaci stevni mikroflory flebotoni se v poslednich letech vyuZivaji
i molekularné genetické metody Hillesland a kol. (2008) zeistv P. argentipes(z oblasti
Bihar v Indii) izolovali a na z&kladmetody PCR amplifikace 16S rDNA identifikovali 28
mikrobidlnich druli, negasgji razné druhy Staphylococcus, Bacillus, Brevibacterium,
Enterobactera E. coli. Obrovska rozmanitost drahbyla dana pestrosti mist, odkud byly
flebotomové ziskavani. Vysledky byly navic riodény z hlediska patogenicity priovéka za
Gcelem navrZeni ¢kterych druli jako vhodnych organisimpro genové manipulace a zarave

bezpeénych (nepatogennich) pttoveka a jiné Zivaichy. Jako nejlepsi kandidati pro
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.paratransgenezi* z tohoto vyzkumu vze8gcillus megatheriuna B. linens Oba tyto druhy
bakterii se hoj& vyuZivaji v biotechnologickych postupech - jakaZély biofertilizaroi
(B. megatheriumpodporuje #ist a omezuje vyskyt chorob wiznych druli hospod#skych
plodin) a probiotickych sisi pro Ziv@ichy, B. linensse pouZiva ndpi v procesu zpracovani
mléka a zrani syr Jejich pouZzivani v oblastech, odkud byli flebotmé pro vyzkum
odchycovani, se proto logicky odrazi i ve vysletighitev.B. linensnavic produkuje chemické
latky jako methanthiol a kyselinu isovalerovou (@4 latky produkované komenzalnimi
bakteriemi pitomnymi na kZi ¢loveéka), které byly popsany jako silné hmyzi atraktyamto
komary anofely (Braks a kol., 1999)¢MNeré stevni bakterie flebototnvhodné pro genetickou
Gpravu navrhuji i Mukhopadhyay a kol. (2012). Pduliovyzkumu laboratorni kolonie
P. papatasi- negastji se vyskytovaly:B. flexus, B. pumilus, B. megaterium, B. lichemifisr
a B. subtilis Tyto bakterie se jevi jako bezpe diky tomu, Ze jsouébré¢ pouzivané jako
piisady do probiotickych ssi pro fizné druhy Zivéicha.

Guernaoui a kol. (2011) sénovali bakterialnimu osidlenitsiva u fiznych vyvojovych
stadii laboratoré chovanychP. duboscqia volre Zijicich P. papatasiza pouZiti metody TGGE
(gelova elektroforéza s teplotnim gradientem) fragtma genu pro 16S rDNA. Poprvé popsali
vyskyt (s nej¥tSi pravépodobnosti zidy pochazejici) bakterie rodChloroflexiu fleboton,
pouze vSak u larvalnich stadii a kukel, nikoli uspicia. Naproti tomu bakterie rodu
Microbacteriumbyly izolovany z larev 2. a 4. instaru, z kuketlosglych flebotoni druhu
P. duboscqia toto je dalSiitkaz transstadialnihor@nosu bakterii u flebotaim Bakterie rodu
Microbacteriumbyla popsana row Hilleslandem a kol. (2008) (viz vyse) u véliijich
P. argentipes Indii.

Na zéklad analyzy bakteridlniho 16S rDNA genu metodou DGGENn@turani
gradientova gelova elektroforéza) popsali Sant’Aankol. (2012) 19 tznych bakterialnich
druh u volrg Zijicich L. longipalpis a L. cruzize ¢tyt oblasti Brazilie a Kolumbie. Nejvice
zastoupenym druhem byla baktefRalstonia solanacearunjgramnegativni jdni bakterie,
fakultativni patogen lilkovitych rostlin). Byla re#ena iErwina — dalSi potenciondlni rostlinny
patogen. Nélez bakteriBradyrhizobium(hlizkovitd bakterie z kKeni rostlin, Rhyzobiacege
podporuje hypotézu Siddalla a kol. (2004), Ze ba&terie mohou plnit funkci endosymbiént
bezobratlych Zivicich se krvi.édci dale identifikovali d¥ bakterie, které jsou potencionalnimi
patogeny lidi a koni -Chryseobacterium meningosepticiarBurkholderia Témito objevy
vyvstava otazka, zda flebotomové nemohou hgnaSeci chorob rostlin a i jinych, néén
znamych & sporadickych chorob safic Symbiotickd Wolbachia nebyla u &chto dvou
studovanych (vySe uvedenych) diurodu Lutzomyianalezena, coz koresponduje s nalezem
Ono (2001).

McCarthy a kol. (2011) zvolili pro identifikaciigtvnich mikroorganisiL. longipalpis

jiny postup - metagenomickou analyzu. Metodou pekesnovani odhalili uL. longipalpis
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do té doby nepopsarsé neidentifikovatelné mikroorganismy (zastupce immgprvokii, bakterie,

houby), ale i genové sekvence, které poukazujanalatzomyii nalovéku, ptacich i plazech.
VySe zmirgné molekulars genetické metody jsou velmi vhodné pro identifikac

pomalu rostoucich bakterii, které b pouZiti konvernich kultivainich metod byly potkgeny

jinymi, rychleji rostoucimi bakteriendgi plisnémi.

Na zavr této kapitoly uvedu jeStnekolik informaci o vyznamu i jinych neziswnich
bakerii, které maji zray vliv na vyvoj flebotond. Bylo pozorovano, Ze dkteré bakterie
produkuji chemické latky, které se jevi jako atnakitpro kladouci samice flebotdmRadjame
a kol. (1997) pozorovali, Zeckteré druhy pdnich bakterii Bacillus firmus, B. licheniformis,
B. pumilusa Staphylococcus saprophytigusrychluji ovipozici u samid®. papatasi Navic
B. pumilusaB. licheniformisfungovaly jako silné induktory kladeni. Za povSuminstoji, Ze se
jednéa praw¥ o bakterie rodBacillus které jsou navrhovany pro ,paratransgenezi (se).
Problematice ovlivéni ovipozice a chemickych atraktamtimulanft produkovanych
mikroorganismy se U. longipalpisvénovali nap. EINaiem a Ward (1992). VSimli si, Ze samice
preferuji a kladou signifikanthvice vajec do mist, ktera obsahuji kfalykaly i jejich
extrakt). Byla téZ pozorovan@msrjsi sniSka a delSi fgzivani samic v souvislosti s vyskytem
vykati. Dougherty a kol. (1995) extrahovali plynovou ahadografii d¢ chemické latky
(hexanal a 2-metyl-2-butanol) z vykatralika a kuat, které vyznamhlakaji samice flebototn
a pozitivre ovliviwuji ovipozicilL. longipalpis

Na tyto poznatky navazali Peterkova-Koci a kol. 20 kt&i se ¥novali vlivu
kralicich a hlodavich vykali (resp. bakterii, které v hojném mnoZzstvi obsahug)chovani
samic flebotoni pri kladeni vajec a na vyvoj larev. Vysledky ukazggnou preferenciiezich
samic k nesterilnim vykaim neZz ke sterilnim, zarowesamice kladly signifikanth vice
(az rekolikanasobn vyssi siiSky) na nesterilni vykaly. To potvrzuje, Ze vykayaktivnim
komplexem bakterii produkuji chemické latky, ktgséu pro samice flebotaimlakavé (viz
vyse). Zcerstvych krékich vykalh bylo dale identifikovano té&i 20 druti bakterii, z nichz
Sest Morganella morgani, 2 druhy Pseudomonas sp., Rhizobacterium radiobacter,
Enterococcus gallinaruraBacillus sp) bylo pouZito v pokusech na larvach. Byl zaznaévén
vliv jednotlivych druli bakterii na dobu larvalniho vyvoje a na umrtnasév. Vysledky byly
velice ttiznorodé, nap larvy Zijici na vykalech jen Igl. morganimély asi o polovinu kratsi
dobu vyvoje (asi 34 dni) nez larvy na vykaledBegillus sp.KK-1. Stejna bakterieBacillus sp.
KK-1) zpasobovala i nejvy3si umrtnost larev na rozdilinapl R. radiobactera Pseudomonas
sp. KK-1 (kde vice nez 80 % jedifiqpieZivalo do dosglosti). Podstata bakterialnihdigpeni
k vyvoji larev vSak dousd neni dostate znama. Mize zahrnovat rozklad potravy na vice

stravitelné komponenti produkci Zivin (vitamiri, aminokyselin).
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Lze shrnout, Ze z dosud publikovanych praci vyplyyaSi vyskyt gramnegativnich
bakterii oproti grampozitivhim, coZibe byt dano nagklad gritomnosti stevni antimikrobialni
aktivity proti grampozitivnim bakteriim (Volf a kgl2002 — viz filoZzen& publikace). Dale je
patrné, Ze ve #tvech flebotora se nalézd cel&ada v pirod® voln¢ se vyskytujicich
mikroorganisnd (padnich bakterii, bakterii z povréhrostlin, ze zviecich vykah ap.). Nekteré
bakterie ze sev flebotont, kterym se poddé prezit metamorfézu, se mohou chovat spiSe jako
uzitetni symbionti nez jako nahodna kontaminace &38iho prostedi a mohou tak byt
v populacich flebotofhptirozere rozSiovany.

Studie ¥nované mikrobialnimu osidleni fleboténse provadi piedevsim za delem
nalezeni zfisobu boje proti leishmanioze a jeepmé, Ze fitomnost specifickych bakterii ve
sttevech hmyzu riize mit vliv na asgsny ffenos patogena. To, Ze bakterie a jimi produkované
latky s antimikrobialnimi (antiparazitarnimi) ¢iaky mohou ovliviovat vyvoj pivodai
zavaznych lidskych parazit6z v hmyzich hostitelglyta realnou moznost biologické kontroly
téchto chorob. No¥ vyvinuté metody biologického boje by tak mohly redit pouzivani
chemickych pesticit} které se stavaji diky vznikajici rezistenci hmyze&innymi a pro

nutnostéastych opakovani i fin&né nednosné.

Clanek, ktery je pedkladan v této praci (publikovany ve Folia Pamsiica 49 v roce
2002), se zabyva sloZenim bakterialni mikroflérysttevech laboratothchovanych flebotofn
P. duboscqiVe stevech larev i dosiici byly identifikovany hlavé aerobni nebo fakultatien
anaerobni gramnegativnictgky (Ochrobactrum sp Serratia marcesceng Stenotrophomonas
maltophilig). U larev se dostaly do traviciho traktu potravdosgglci se wtSinou kontaminovali
z cukerného roztoku sachar6zy, kterym se chovyoftei’ bézneé krmi. Poprvé byl u flebototn
popsan transstadialnitgnos bakterii zlarev az do dekm. Uvedena bakterie rodu
Ochrobactrum(v publikaci je& ozna&ené jako kmen AK) byla v hojném mnoZstvi izolovaea
strev larev 4. instaru kratce'qr zakuklenim, z kukel i z ndwylihnutych samic. Tato bakterie
byla zarové jedinou, ktera byla nalezena véestechéerstw vylihnutych samic. To dokazuje,
Ze rekteré bakterie f@Ziji i extrémni fyziologické zemy, ke kterym Bhem stadia kukly
dochazi.

Déale byla o¥ifovana hypotéza, zdatre mit lektinova aktivita iitomna ve sevech
flebotomi antibakterialni dinek. Abychom toto zjistili, byly samicefipumélém sani pes
membranu krmeny krvi giglanim znamého sacharidového inhibitoru lektinalagtosaminu.
Nebyly v3ak zjid&ny zadné vyznamné rozdily mezi experimentalnimoatitolnimi skupinami
a proto pedpokladame, Ze lektinova aktivita vaest flebotomi nema vliv na fitomnost

gramnegativnich bakterii.
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Publikace je sice jizies 10 let stara, ale je citovatasgji az v poslednich letech
(z dosavadniho @tu 22 citaci na Web of Science je vice jak poloviiaauplynulé dva roky
2011 a 2012). Vyskyt bakterie rodchrobactrumu P. duboscgje zmiiovan i v nové obsahlé
knize Molecular Detection of Human Bacterial Pa#mgy(ed. Dongyou Liu, 2011).

Veérim, Ze data ziskana naSimi pokusyspgji i k dalSimu vyzkumu mikroorganisin
v travici sousta¥ flebotomu i jiného krevsajiciho hmyzu, a Ze podipperspektivu jejich vyuZziti

v boji proti vektory penadSenym chorobam.
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