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1 Abstrakt

Flebotomové a komatfi jsou prenaseci leishmanii a plasmodii, coz jsou parazitarni
protista, ktera zplisobuji malérii a leishmaniézu. Komatfi i flebotomové jsou vystaveni
Sirokému spektru mikroorganismi, které se do jejich téla dostavaji kontaktem s okolnim
prosttedim, pfi pfijmu potravy nebo pienosem z jedince na jedince. Larvy ziskavaji
mikroorganismy z mikrohabitatu lihnist’, dospélci z cukerné potravy a krve. Naprosta
vétsina bakterii vyskytujicich se v mesenteronu stieva dospelych prenasect patii do
skupiny gram negativnich. U larvalnich stadii se v§ak pomér gram pozitivnich bakterii
ve stieve zvysuje. Ve stieveé prenaSece se bakterie mohou setkavat s parazitarnimi
protisty a ovlivilovat zde jejich vyvoj pfimo nebo neptimo. Pfimé ovlivnéni mize byt
zpusobeno naptiklad produkci sekundarnich bakterialnich metaboliti. Nepfimo mohou

bakterie modulovat kompetenci vektora ptes jeho imunitni systém.

Kli¢ova slova: Phlebotomus, Lutzomyia, Leishmania, mikrobiom

Abstract

Sand flies and mosquitoes are vectors of leishmania and plasmodium, which are
parasitic protists, that cause malaria and leishmaniasis. Mosquitoes and sand flies are
exposed to a wide range of micro-organisms, which enter their bodies when they get in
contact with the surrounding environment, when they intake food or via a transfer from
individual to individual. The larvae acquire micro-organisms from breeding sites
microhabitat, the adults from the sugary food and blood. The vast majority of the
bacteria found in the mesenteron of adult vectors belongs to a group of gram negative.
During the larval stages, however, the ratio of gram positive bacteria in the gut
increases. In the gut, the bacteria can encounter parasitic protists and influence their
development, directly or indirectly. Direct influence can be caused, for example, by the
production of secondary bacterial metabolites. Indirectly, the bacteria can modulate the

vector's competence over its immune system.

Key words: Phlebotomus, Lutzomyia, Leishmania, microbiom



2 Uvod

Leishmanie i plasmodia jsou jednobunécni parazité obratlovct, ktefi u lidi zptisobuji
zavazna onemocnéni. Jejich spole¢nym rysem je vyvoj v hmyzim prenaseci, kterym je
hematofagni dvoukiidly hmyz. Podstatna ¢ast vyvoje probihd ve stfeve pienasece, kde
v obou piipadech dochazi i k pohlavnimu rozmnozovani.

Lieshmanie patti do fadu Trypanosomatida a tradicné se déli na tii podrody-
Leishmania, Viannia a Sauroleishmania. Leishmanie jsou pfenaseny flebotomy
(Psychodidae, Phlebotominae), ti se rozdéluji do tti hlavnich rodt: - Lutzomyia, zijici v
Novém Svéte, a Phlebotomus a Sergentomyia, -vyskytujici se ve Starém Svéte.

Leishmanie se do téla flebotomti dostane spolu s nasatou krvi a makrofagy

nakazeného hostitele a do traviciho traktu vektora prichazi ve formé tzv. amastigota.

V lumen stieva, kde je nasata krev obklopena peritrofickou matrix, dochézi

k transformaci amastigota na promastigota. Po rozpadu peritrofické matrix na
posteriornim konci, promastigoti unikaji anteriornim smérem k hlavové ¢asti flebotomu,
kde se ptichyti na stomodeélni valvu a jsou pfipraveni, se béhem sani dostat do téla
hostitele. Ve stfevé dochazi ke vzniku vice forem promastigoti. Jedna z forem se
nazyva metacyklicky promastigot a je preadaptovana na infekci obratlovciho hostitele
(Bates, 2007; Kaye a Scott, 2011).

Plasmodia se fadi do ttidy Hematozoea a jsou pienasena komary (Culicidae).
Paraziti¢ti Culicidae se déli na podceledi Culicinae a Anophelinae. Culicinae zahrnuji,
mimo jiné, rod Culex, ktery je pfenaseCem ptacich a plazich plasmodii, Anophelinae
zahrnuji zejména rod Anopheles, ktery je pfenaseCem savc¢ich plasmodii.

Plasmodia vstupuji do stfeva pienaSece v podobé gametocyti, které jsou spolu
s cervenymi krvinkami nasaty komarem z nakaZeného hostitele. Z gametocytii
(mikrogametocyt a makrogametocyt) vznikaji gamety- 8 pohyblivych a nitkovitych
samcich mikrogamet a jedna samic¢i makrogameta. Diky pohlavnimu rozmnoZovani
v lumen stfeva dochazi ke vzniku pohyblivé zygoty (ookinet). Ookinet unika z krve
obklopené peritrofické matrix a putuje az pod bazalni membranu stfeva, kde se
encystuje na oocystu. V oocyste vznikaji sporozoiti. Nasledné¢ dochazi k prasknuti
oocysty a tito sporozoiti migruji do slinnych zlaz prenasece, odkud jsou béhem sani

komara inokulovani do téla hostitele (Josling a Llinas, 2015).



Zpusob zivota a ziskavani potravy z riznych zdrojl je u hematofagniho hmyzu
doprovazen vSudyptitomnymi mikroorganismy, kter¢ mohou kolonizovat rtizné ¢asti
travici soustavy nebo povrch téla prenasecu. V této praci shrnuji konkrétni zdroje
bakteridlni infekce komari a flebotomi, slozeni jejich stfevni mikrobioty, rizné metody
identifikace stfevniho mikrobiomu a v neposledni fadé mechanismy vlivu bakterii na

vyvoj protist v téchto pienasecich.

3 Zdroje mikrobioty a zptisob pi‘enosu bakterii u hematofagniho

hmyzu

Infekce hematofagniho dvoukiidlého hmyzu mikroorganismy, at’ uz symbiotickymi
nebo patogennimi, pochazi zrtznych zdroji, nebot riznd vyvojova stadia tohoto

hmyzu ziji v rozdilném prostredi a zivi se riiznorodou potravou.

3.1 Zdroje infekce u dospélych jedincii

Potravou dospélych samct i samic komart a flebotomi je cukr, zajist'ujici dostatek
energie. Samice obvykle saji 1 krev obratlovciho hostitele, ktera slouZi jako bohaty zdroj
proteint ke kladeni vajec. Sani na hostiteli je také jednim ze zptisobt jak se mohou
dospélci infikovat mikroorganismy. Naptiklad Lutzomiya evansi ziskava Sirokou Skalu
bakterii z lidské kiiZe stejné tak, jako ze zvifat nebo rostlin (Dillon et al., 1996). Existuji
ale 1 n¢které druhy hmyzu (naptf. néktefi koméfi nebo muchnicky), jejichz samice
nemusi sat krev, aby dokoncily prvni gonotroficky cyklus, nebot’ vyuzivaji proteinoveé
zasoby, které nastfadaly béhem vyvoje larvy (dochazi k nakladeni tzv. autogenni
snisky).

Castym zdrojem cukru dospélych jedincti komért a flebotomii je medovice, tvofena
vymésky Cervel a msic. Konkrétni trisacharid, ktery je ve velkém mnoZstvi zastoupen
pravé v medovici se nazyva melezitéza (Burkett et al., 1998; MacVicker et al., 1990;
Moore et al., 1987). Dalsim dilezitym zdrojem sacharidi pro ob¢ skupiny jsou tkané
rostlin- nejcastéji listy ¢i stonky (Schlein a Muller, 1995). Flebotomové navstévuji
rostliny, jejichz nadzemni casti jsou pfirozené kolonizovany Sirokym spektrem
mikroorganismil a pfi nabodnuti listd a stonkdi mohou tyto mikroorganismy pozfit do

travici trubice (Schlein a Jacobson, 1999).



Komafi i1 flebotomové obou pohlavi mohou taktéz konzumovat nektar na kvétech ¢i
povrchu rostlin. Dal§im zdrojem cukri mize byt napiiklad fermentované ovoce.

(Mueller et al., 2011).

3.2 Zdroje infekce u nedospélych stadii

Nedospéla vyvojova stadia u flebotomu, larvy ¢tyf instarG a kukly, ziji v padeé.
Pidni mikrohabitaty, oznaCované jako lihnisté flebotomd, se Casto nachazeji pod
pristiesky domestikovanych zvifat nebo v norach hlodavct, kde se larvy zivi nejcastéji
zvifecim trusem a pudnim detritem. Tyto mista jsou bohatym zdrojem riznych
mikroorganismil, které nedospéla stadia pfijimaji do travici soustavy spolu s potravou.
Naptiklad larvy flebotomt rodu Lutzomyia mohou konzumovat, kromé¢ trusu, i rostlinny
materidl, ktery podléha mikrobidlni biodegradaci (Sant’Anna et al., 2012).
Charakteristicka 1ihnist¢ pro flebotomy rodu Lutzomyia a Brumptomyia jsou mista
s rozkladajicim se listim nebo ovocem a zéaroven to mohou byt oblasti, kterd jsou pod
stromy chranéna pted silnym slune¢nim zéafenim a destém (Vivero et al., 2015).

Mikroorganismy mohou téz hrat podstatnou roli ve vybéru lihnist’ flebotomt, nebot’
jejich metabolity lakaji samice ke kladeni vajec (Wasserberg a Rowton, 2011).
Konkrétn€¢ u Lutzomyia longipalpis bylo dokézéno, ze slouceninou bakteridlniho
puvodu, ovliviujici gravidni samice, je 2-methyl-2-butanol (Dougherty et al., 1995).

Zivotni cyklus komardl je vazan na vodni prostiedi, nebot vSechna nedospéla
vyvojova stadia potiebuji ke svému vyvoji vodu. Larvy komard jsou filtratory, ktefi se
Zivi napt. detritem nebo mikroskopickymi organismy. Takto ptfichdzi do kontaktu
s mnoha bakteriemi, které mohou pfijimat spolu s potravou. Stfevni mikrobiota je
esencialni pro spravny a rychly vyvoj komari (Coon et al., 2014). Pti vyvoji larev
nezalezi tolik na konkrétnich bakteridlnich druzich, ale spiSe na pfitomnosti stievniho
bakteridlniho spolecenstvi obecné (Coon et al., 2016). Bohatost vodnich habitatii larev
se odrazi ve variabilité¢ kompozice stfevni mikrobioty u dospélych jedinci. Larvy
stejného druhu, vyvijejici se v odliSnych vodnich prostiedich, vykazuji rGznorodé

slozeni sttevnich bakterii u dospélct (Boissiere et al., 2012).
3.3 Prenos bakterii mezi krevsajicim hmyzem
K ptenosu bakterii miize dochazet riznymi mechanismy. Mezi mechanismy pienosu

patii transstadidlni prenos- tedy pienos napii¢ stddii hmyzu a pfenos horizontalni,
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nebot’ 1 mezi riznymi jedinci mize dochdzet k infekci. Dal§im zplisobem pienosu je

pienos transovarialni.

3.3.1 Transstadialni pienos

Transstadidlni pfenos mikroorganismti je bézny u roztocu, klistat a hmyzu s
proménou nedokonalou. U hmyzu s pieménou dokonalou (Holometabola) je
transtadialni pfenos komplikovan odlisSnou fyziologii a potravnimi naroky rdznych
zivotnich stadii. Komati a flebotomové patii, spoletné¢ s ostatnim dvoukiidlym
hmyzem, do hmyzu s pfeménou dokonalou a tudiz maji ve svém Zzivotnim cyklu pupalni
stadium.

Kukla hraje velkou roli v transstadidlnim pfenosu bakterii, nebot v ni probiha
mnoho dynamickych d&i spojenych s piestavbou télniho planu. Organy a tkané larvy
jsou lyzovany a po ur€ité dobé se z tohoto "lyzatu" formuji tkan¢€ a organy dospélych
stadii. Navic se v kukle vytvaii tzv. meconidlni peritrofickd matrix, kterd je odlisna od
peritrofické matrix dospélct i larev, a ktera obklopuje meconium. Meconium je
poziistatek lyzovaného epitelu mesenteronu larev, ktery neni kukla schopna vyloucit.
Dvé hypotézy vysvétlujici funkci komplexu meconidlni matrix a meconia shrnuli (Moll
et al., 2001). Prvni hypotéza nahlizi na meconidlni komplex jako na bariéru, ktera
béhem metamorfézy chrani jedince hmyzu pred potencidlné ohrozujicimi
mikroorganismy vyskytujici se ve stievé larev. Druhd piedpoklada, ze meconialni
matrix miZe chranit nové vznikajici epitel mesenteronu pied hydrolytickymi enzymy
spojenymi s autolytickym rozpadem meconia (Moll et al., 2001)

Larvalni mikrobiota ziskana s potravou z prostfedi, ve kterém larvy Ziji, osidluje
mesenteron. U Phlebotomus duboscqi bylo popsano, Ze pocty jednotlivych bakterii ve
stieveé se béhem vyvoje larvy postupné zvysuji. Ve ¢tvrtém larvalnim stadiu, t€sné pied
kone¢nou defekaci, je mnoZstvi bakterii nejvétsi. Pfed kuklenim, po finalni defekaci
celého stievniho obsahu dochazi k rapidni redukci jak v poctu, tak v diverzité bakterii
(Moll et al., 2001; Volf et al., 2002).

Béhem metamorfézy v dospélce dochazi k mechanismu "sterilizace" stfeva. Tento
mechanismus je pomérné ucinny a zahrnuje sekvestraci rozpadajici se larvalni stfevni
tkdn€ 1 mikroflory uvnitf meconia (shrnuto v Moll et al., 2001). Meconium je poté
v ramci n€kolika hodin po vylihnuti z kukly vylouceno.

Proces metamorfézy mé vliv na diverzitu stfevni mikroflory. Vétsina mikrobioty,

"nastfddana" béhem larvalniho vyvoje, je ztracena. Navzdory stfevni "sterilizaci" - ale
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dochazi k tomu, Ze nékteré druhy bakterii setrvavaji v jedinci napii¢ stadii a redukce
sttevni mikrobioty tak nemusi byt Gplna. Ty bakterie, které¢ pieziji vylihnuti z kukly,
pokracuji v rekolonizaci stfeva dospélce. Napiiklad skupiny bakterii Proteobacteria,
Cyanobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Firmicutes a Spirochaetes jsou ptitomny
jak ve stfevech ranych stadii larev, tak ve stfevech nové vylihnutych dospélct Culex
tarsalis (Duguma et al., 2015).

U komart rodu Mansonia, Culex, Aedes a Anopheles sbiranych v Keni byl dokézan
transstadialni pienos bakterie Aderomonas spp. (Osei-Poku et al., 2012). Dalsi bakterii
nalezenou napiti¢ vSemi stadii Culex tarsalis je Thorsellia (Duguma et al., 2015).
Transstadidlni pienos této bakterie u komara An. gambiae je ztejmé jedinym zplisobem,
jak se Thorsellia dostane do stiev dospé€lého jedince. A autofi proto navrhuji, Ze se tato
bakterie do stfev komarti dostavd spolu s larvalni potravou a k jejimu pifijmu jiz
nedochdzi po metamorféze zkukly na dospélého jedince (Briones et al., 2008).

Ptikladem transstadidlniho ptenosu u flebotomil, je pienos bakterii, pojmenované jako

AK, které se vyskytovaly u riznych stadii Phlebotomus dubosqi (Volf et al., 2002).

3.3.2 Transovarialni pirenos

Infikovand samice pienese do své sntsky vajicek i nckteré¢ bakterie. Je zde ale
podminka, Ze bakterie musi byt pfitomna i v rozmnozovacim traktu hostitele. Pfikladem
transovarialné¢ pienosné bakterie je Asaia sp. u komara Anopheles Gambiae, ktera
kromé stfeva osidluje i rozmnozovaci soustavu (Damiani et al., 2010).

Zvlastni pripad transovaridlniho pfenosu je prenos zastupcu intracelularnich o-
proteobakterii rodu Wolbachia. Wolbachia je schopna manipulovat hmyzim hostitelem
pomoci riznych mechanismi, ¢imz ovliviiuje jeho schopnost reprodukce. Ptikladem
téchto mechanismll je cytoplazmatickd inkompatibilita zpiisobujici letalitu potomki
(neschopnost produkovat Zivotaschopné potomky). Cytoplazmatickd inkompatibilita je
zalozena na principu rozdilného cytoplazmatického obsahu pohlavnich bunék
(Kageyama et al., 2012). K letalni cytoplazmatické inkompatibilité dochazi, kdyz se
ktizi infikovany samec s neinfikovanou samici nebo se kiiZi s infikovanou samici
nakazenou jinym druhem Wolbachia. V ptipad¢, Ze se spolu paii infikovand samicka a
neinfikovany samecek, k inkompatibilit¢ nedochazi a Wolbachia je pienesena
transovarialnim pfenosem na potomstvo. Tento typ pfenosu v kombinaci
s cytoplazmatickou inkompatibilitou zajiStuje vyznamny nartst infikovanych jedinct.

Prevalence infekce pfi kiizeni nakaZzenych samic a neinfekénich samct Phlebotomus
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papatasi byla u F3 generace potomstva o 30% vys$i neZ je tomu u F1 generace (Kassem

a Osman, 2007). Tento fakt potvrzuje vyhody Zivotni strategie téchto a-proteobakterii.

3.3.3 Horizontalni pienos

Tento typ pienosu umoziiuje infekci mezi riznymi jedinci komart ¢i flebotomt
v populaci. Naptiklad u Anopheles gambiae bylo popsano, ze dospély jedinec byl
schopen pfenést bakterii z vody, ve které¢ se vylihl, do vody, kam pozd¢&ji kladl vajicka,
¢imz mohl nakazit i ostatni jedince nachézejici se v misté jeho vyskytu (Lindh et al.,

2008).

4 Bakterialni diverzita ve stievech komaru a flebotomu

Ve stfevech komari a flebotomi se nachazi Siroké spektrum bakterii, které je béhem
jejich zivota ziskavano riiznymi zptsoby, at’ uz k infekci dochazi pti konzumovéani
potravy ¢i pfi prenosu mezi jedinci. Slozeni bakteridlniho spolecenstvi je ovliviiovano
riznymi faktory.

Dulezity vliv na stfevni diverzitu bakterii ma lokalita vyskytu flebotomt a komari.
Larvy ziskdvaji bakterie ze svého okoli s potravou. Tyto bakterie jsou u flebotomil
identifikovatelné z ptidy jejich lihnist’, v ptipadé komart z vodniho prostiedi. Pti
porovnani mnozstvi bakterii a miry jejich diverzity mezi jedinci a vyvojovymi stadii
obecné plati, ze diverzita ve stfeve larev je riznorodéjsi, nez je tomu u dospélcti
(Akhoundi et al., 2012; Vivero et al., 2016).

Velkou roli hraje 1 geograficky pivod jedincti. U Anopheles gambiae byla u jedinct
pochézejicich zriznych oblasti, zjiSt€éna piekvapivé vysoka bakteridlni diverzita.
Vétsina identifikovanych bakterii se vyskytovala pouze u malého poctu jedinct a 80%
jedinct vzajemné sdilelo pouze 20 identifikovanych bakteridlnich rodii. Tato diverzita
byla vysvétlena rozdilnym vodnim prostfedim, ve kterém jedinci danych populaci
konzumovaly s potravou odli§né bakterie (Boissiere et al., 2012).

Bakteridlni flora se také liSila u jedinch Lutzomyia evansi, pochézejicich z
rozdilnych oblasti Karibského pobtezi, coz autofi ptisuzuji pravé odlisné fauné a flore
prosttedi (Vivero et al., 2016). Podobné sloZeni bakteridlniho spole¢enstvi maji naopak
jedinci stejného druhu, ktefi se vyskytuji ve stejné lokalité. Tento fakt byl popsan u

Phlebotomus argentipes z endemickych ¢asti Indie (Hillesland et al., 2008)



Rzné druhy komari a flebotomti se mohou vyskytovat ve stejné lokalité, tudiz
bychom ptedpokladdali podobné mikrobidlni slozeni mezi témito druhy. Podobné
mikrobidlni slozeni bylo vysledkem porovnani u flebotomti Phlebotomus papatasi, P.
sergenti, P. kandelakii, P. perfiliewi a P.halepensis ze Severozapadni oblasti Iranu
(Akhoundi et al., 2012). Efekt lokality vSak nemusi byt absolutni. U komart se stfevni
mikroflora muze navzijem odliSovat. Rozdilné slozeni bakterialniho spoleCenstvi
ziskaného z jedné oblasti bylo naptiklad dokdzano u druhti komart Culex pipiens a
Culex restuans (Muturi et al., 2016).

Naznak urcitych bakterialnich symbiotickych vztahii s konkrétnim druhem komara
byl prokézan u Anopheles culicifacies, kdy u jednotlivych izolati stievni bakterialni
mikroflory byly pozorovany jisté podobnosti i navzdory tomu, Ze izolaty pochéazely
z odlisnych lokalit a vyvojovych stadii. Autoii z toho vyvozuji, Ze bakterie nejsou timto
komarem ziskavany nahodné, ale naopak poukazuji na moznou evolu¢ni co-adaptaci,
kterd miZe mezi druhy bakterii a druhy komart ¢i jejich 1ihniSti probihat (Chavshin et
al., 2014).

Jednim z faktort ovlivitujicich stfevni mikrobiotu komart i flebotomt je séni krve
dospélymi samickami. Krev ve stievé samic poskytuje bakteriim prosttedi, ve kterém se
rychleji a 1épe mnozi. U komari to bylo konkrétné dokazano u bakterie rodu
Thorsellia, které fyziologické adaptace umozituje vyuzit krev ke zvyseni své ristové
rychlosti, coz potvrzuji kultivace na zivném médiu bud’ s pfitomnosti nebo bez
pritomnosti 6% krve (Briones et al., 2008). U flebotomt bylo popsano, ze nejvyssi
pocty bakterii se objevuji dva dny po nasati samic. Tento jev nejspis souvisi s nove
pfijatym mnozstvim proteind, které jsou v travené krvi obsaZzeny. Poté je ¢ast bakterii
vydefekovana spolu se zbytky stravené krve a jejich mnozstvi ve streveé dospélce opét
klesa (Volf et al., 2002). U Lutzoymia longipalpis bylo ale zjisténo, Ze biodiverzita
bakterii ve stfevech flebotomt po nasati krve klesa (Kelly et al., 2017). Z obou studii
tedy miiZzeme vyvodit, Ze bakterialni pocty po nasati krve se sice zvySuji, avSak
diverzita bakterii naopak klesa.

U vsech vyvojovych stadii ve sttevech komart a flebotomti pfevazuji gram
negativni bakterie. Dominance této skupiny bakterii byla potvrzena u koméart (Djadid et
al., 2011; Osei-Poku et al., 2012; Straif et al., 1998; Wang et al., 2011) i u flebotomil
(Maleki-Ravasan et al., 2013; Monteiro et al., 2016). U komari je nejmensi pomér gram
negativnich bakterii u larev, a v pribéhu vyvoje se tento pomér zvysuje, tudiz u
dospélcti je dominance gram negativnich bakterii nejsilngjs$i (Chavshin et al., 2014;

Vivero et al., 2016; Wang et al., 2011).



Mensi ¢ast mikrobiomu tvoii gram pozitivni bakterie. Na rozdil od gram negativnich
bakterii, které jsou majoritné identifikovatelné ve vSech vyvojovych stadiich, u gram-
positivnich bakterii se zastoupeni vyrazné méni béhem vyvojového cyklu hostitele.
Gram pozitivni bakterie jsou vétSinou izolovany pouze ze stfev larev nebo nové
vylihlych jedincii. U flebotomt jsou gram pozitivni bakterie asociovany s mikrohabitaty
lihnist’ (Wasserberg aRowton, 2011). U Lutzomyia evansi byly izolovany i ze stadia
kukly. Jejich pocet a druhové zastoupeni spolu s vyvojem klesa, tudiz u par dni starych
dospé€lct je jejich zastoupeni témét nulové (Chavshin et al., 2014; Vivero et al., 2016).

Jednotlivi zastupci vySe zminéného hematofagniho dvoukiidlého hmyzu mohou
sdilet urcité rody bakterii, coz znamena, ze jeden rod bakterie se miize vyskytovat u
ruznych vektort.. Nejbéznéjsi skupinou bakterii vyskytujicich se jak u komart tak
flebotomil jsou gram negativni bakterie ze skupiny Enterobacteriaceae. U Phlebotomus
argentipes jsou tyto bakterie ziskané z dobyt¢ich vykala (Hillesland et al., 2008).

Do skupiny Enterobacteriaceae patii i rod Pseudomonas, ktery je opakované
identifikovan ve stievech komart i flebotomt z riznych oblasti. Tyto bakterie byly
identifikovany napfi¢ Asii a Amerikou, jsou pfenaSeny transstadialn€ a tudiz jsou v
komarovi pfitomny po celou dobu jeho vyvoje (Gonzalez-Ceron et al., 2003; Pumpuni
et al., 1993; Terenius et al., 2008) .

Bakterie rodu Pseudomonas byla identifikovana 1 ze stiev Lutzomyia longipalpis
(Peterkova-Koci et al., 2012), Phlebotomus papatasi (Dillon et al., 1996), Phlebotomus
dubosqui (Volf et al., 2002) a Phlebotomus argentipes (Hillesland et al., 2008). Z gram
pozitivnich bakterii je nejcastéji nachazen Bacillus subtilis, vyskytujici se napiiklad u
Phlebotomus perniciosus (Fraihi et al., 2017), ¢i u Lutzomyia longipalpis (Heerman et
al., 2015).

Ptikladem bakterie, vyskytujici se u vice druhti komarq, je Thorsellia. Fyziologie
této bakterie je adaptovand na zivot uvniti hmyzu, at’ uz ve stadiu larvy ¢i dospélce.
Tyto bakterie jsou dobfe uzpiisobeny k Zivotu v alkalickém prostiedi, coZ je pfirozené
prostiedi uvniti mesenteronu larev komarti, jehoz hodnoty pH dosahuji az pH 10,5, u
dospélct se maximalni hodnoty pH pohybuji okolo 8,0-9,5 (Briones et al., 2008;
Chavshin et al., 2014; Terenius et al., 2008; Wang et al., 2011).

5 Metody identifikace bakterii
Metody identifikace bakterii, vzniklé koncem 19. stoleti, byly zaloZené na

fenotypovych vlastnostech bakteridlnich izolatd. Tyto vykultivované izolaty byly
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klasifikovany na zéklad¢ jejich morfologickych znakti. K morfologickym znakiim se ve
20. stoleti jesté¢ pripojily charakteristiky fyziologické, biochemické ¢i
chemotaxonomické. Tyto techniky jsou vSak zavislé na kultivaci danych bakterii a jak
se pozd¢ji ukazalo, ne vSechny bakteridlni taxony lze takto kultivovat (Uhlik et al.,
2013). Konkrétné z moiskych bakterii je kultivovatelné 0,1 %, ze sladkovodnich
bakterii 0,1-3 % a z bakterii v sedimentu je kultivovatelné 0,25 % (Xu, 2006).

Od 60. let se k fenotypické metod¢ pridala identifikace bakterii na zaklad¢ jejich
genotypu, jez je zalozend na fylogenetické piibuznosti bakterii (Schleifer, 2009). Pro
spolehlivou identifikaci mikroorganismi pomoci téchto genetickych metod se nejcastéji
vyuziva gen kodujici 16S podjednotku ribozomalni RNA. Tato molekula obsahuje jak
konzervované, tak i variabilni oblasti a diky tomu je vyuzivana jako fylogeneticky
marker. Jedinou nevyhodou sekvence genu 16S rRNA je, ze v mnoha piipadech
neumoziuje bakterie klasifikovat na urovni druhu, coz je divod, pro¢ je n€kdy termin
bakteridlni druh nahrazen terminem operacni taxonomickd jednotka (OTU). Tato
jednotka je charakterizovéana jako shluk sekvenci 16S rRNA gent identickych na urcité
prahové hodnoté¢ (Uhlik et al., 2013).

Na detekei a identifikaci bakterii se tedy pouzivaji dvé zakladni metody, které se
déli podle toho, zda se bakterie z vybranych vzorkt kultivuji (kultivaéni metody) anebo
zda dochazi k izolaci DNA ptimo ze vzorku (nekultivaéni metody). Dnes se velmi Casto

setkavame s kombinaci obou téchto metod (Minard et al., 2013).

5.1 Kultiva¢ni metody identifikace

Kultivaéni metody identifikace jsou, 1 pies par nevyhod, stale jedny
z nejefektivnéjSich a nejsnazsich mikrobiologickych technik (Uhlik et al., 2013). Pt
kultivacnich metodéch identifikace je vzorek, naptiklad homogenat mesenteronu
komart a flebotoml, aplikovan na Zivné médium. Existuje nékolik typl Zivnych médii,
jedny z nejpouzivanéjsich jsou LB agar a MacConkey agar. LB agar je tzv. neselektivni
médium, které umoziuje rast velmi riznorodym bakteriim, naproti tomu MacConkey
agar je médium selektivni, které slouzi k izolaci zejména gram negativnich bakterii
(Rani et al., 2009; Vivero et al., 2016).

Po inkubaci na zivném médiu naroste nékolik kolonii, které se mohou lisit
morfologicky, naptiklad velikosti, tvarem ¢i barvou. Takto morfologicky odlisné
kolonie se znovu rozockuji na nové agarové plotny tak, aby vznikly ¢isté kultury

(klony). Klony mohou byt nasledné identifikovany fenotypicky (Apte-Deshpande et al.,
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2012; Lindh et al., 2005; Maleki-Ravasan et al., 2013) nebo sekvenacné, a to nejcastéji
na zaklad¢ primarni struktury genti pro 16S rRNA (Djadid et al., 2011; Yadav et al.,
2015).

Sekvenacni proces identifikace zahrnuje izolaci DNA ze vzniklych klont,
naslednou amplifikaci cilovych geni a jejich sekvenaci. Na amplifikaci genu pro 16S
rRNA se naptiklad pouzivaji nésledujici sekvence: 5’-AGT TTG ATC CTG GCT
CAG-3’ nebo 5’-AGA GTT TGA TGG CTCAG-3’ kddujiciho primeru a 5°-GCT ACC
TTG TTA CGA CTTC-3’ nebo 5’-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-
3’antikodujiciho (reverse) primeru (Djadid et al., 2011; Hillesland et al., 2008). Tento
postup je vsak pon¢kud zdlouhavy.

Dalsi metodou vyuzivanou na identifikaci izolat je hmotnostni spektrometrie
(Sauer a Kliem, 2010). Pii hmotnostni spektrometrii ziskdvame spektra latek
obsazenych v bunice,nejcastéji proteinovych stépti. Kazdé spektrum je charakteristické
pro ur€ity taxon bakterii. Takto ziskana spektra se nasledné porovnévaji s tdaji v
databazi. Ptikladem této metody je konkrétné tzv. celobunéénda MALDI-TOF
technologie (Jurinke et al., 2004). Tato metoda je velmi rychla a dokaze urcit bakterie
na urovni druhd, ale jeji nevyhodou jsou velké potizovaci ndklady na samotny pfistroj a
zavislost na databazi referen¢nich spekter. To je diivod, pro€ je tato metoda dosud méné

pouzivand nezli zminovana sekvenace 16S rRNA (shrnuto dle Uhlik et al., 2013).

5.2 Nekultiva¢ni metody identifikace

Mezi nekultivaéni metody identifikace bakterii naptiklad patfi identifikace 16S
rRNA na zéklad¢ fingerprintovych technik, jakymi jsou elektroforéza v teplotnim ¢i
chemickém gradientu nebo studium polymorfismu délek terminéalnich fragmentt. Tyto
metody se vyuZzivaji k detekci zmén bakteridlni diversity v néjakém casovém obdobi.
Jednou z dalSich metod je metagenomické analyza (Handelsman, 2004; Uhlik et al.,

2013).

5.2.1 PCR-DGGE

Tato metoda identifikace se pouziva pfi zkoumani biodiverzity v rdmci populace
mikroorganismil. Principem této metody je rozdéleni PCR produktl podle délky
vzniklého fetézce. Tato metoda je schopna detekovat rozdily mezi DNA fragmenty

stejnych délek, ale odlisnych sekvenci. PCR produktem jsou nejcastéji amplifikované

10



fragmenty genil pro 16S rRNA. K rozd¢€leni fragmenta stejnych délek genii dochazi
pomoci denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) na zéklad¢ jejich rozdilného
denatura¢niho gradientu. (Muyzer et al., 1993; Ercolini, 2004).

Tato metoda byla v posledni dob& opakované vyuzita i pro identifikaci sttevnich
bakterii hmyzu. U flebotomu byla konkrétné pouzita u samicek Lutzomyia longipalpis a
Lutzomyia cruzi z oblasti Brazilie a Kolumbie (Sant’Anna et al., 2012) nebo u
Phlebotomus perniciosus (Fraihi et al., 2017). U komart rodu Aedes ji vyuzili Zouache

etal. (2011).

5.2.2 PCR-TTGE

Elektroforéza v teplotnim gradientu neboli temporal temperature gradient gel
electrophoresis (TTGE) je modifikaci TGGE, s tim rozdilem Ze teplota zde vzrista
pfimo umérné s Casem, coz usnadiiuje regulaci teploty. Princip metody je stejny jako u
DGGE, pouze gradientem neni denaturace, ale teplota (Vasquez et al., 2001). Metoda
identifikace, ktera se nazyva PCR-TTGE a byla pouzita naptiklad u komara rodu
Anopheles (Minard et al., 2013; Ngo et al., 2015). TTGE byla vyuZita pti identifikaci
bakterii u komara rodu Anopheles z oblasti Vietnamu (Ngo et al., 2015).

5.2.3 T-RFLP

Terminal restriction fragment length polymorphismT-RFLP je fingerprintova
metoda, ktera se pouziva pro studium mikrobialniho spolecenstvi zaloZeného na genech
pro 16S rRNA. Po izolaci DNA a naamplifikovani 16S rRNA genl pomoci
fluorescenéné znacenych kodujicich a nekodujicich primeri, dochéazi k pouZiti
restrikénich endonukleaz, které §tépi termindlni konce PCR produktii a tim dojde
k roz8tépeni koncovych a znacenych fragmentl. Kazdy oznaceny fragment ma odliSnou
a presn¢€ definovanou sekvenci nukleotidl. Tyto produkty jsou nasledné oddéleny
pomoci elektroforézy. Vysledkem jsou rozdilné velikosti fragmentt, které predstavuji
profil dané¢ho vzorku (Bruce a Hughes, 2000; Okhravi et al., 2000).

Tato metoda byla pouzita pro identifikaci bakterii ze zaZivaciho traktu u hmyzu,

konkrétné u véel (Wu et al., 2013).
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5.2.4 Metagenomicka analyza

Relativné novou a u hmyzu a zatim malo pouzivanou metodou na identifikaci
mikrobiomu je tzv. metagenomicka analyza (Handelsman, 2004). Metagenomika je
soubor molekularn¢ biologickych metod, které pracuji s veskerou genetickou informaci
dostupnou ve vzorku. Umoznuje naptiklad enviromentalni studie zalozené na analyze
16S rRNA geni amplifikovanych z DNA, ktera byla izolovana ptimo ze vzorku (Uhlik
etal., 2013).

Genomické analyzy se obecné zamétuji na Cisté vzorky i lehce izolovatelné
mikroorganismy, které se pii kultivaci idealn€ rychle mnozi. Oproti tomu
metagenomika se zabyva analyzou populaci mikroorganismd, které¢ vSak nemusi byt
pfedem kultivovany. Diky pfimé izolaci genomu DNA z prostfedi (naptiklad puda,
voda), je mozno vynechat kultivaci i nasledné klonovani bakterii (Handelsman, 2004).

Postup pii metagenomické analyze zahrnuje izolaci DNA ze vzorku, nasledné
naklonovani DNA do vhodného vektora, a transformace klonu do hostitelské bakterie.
Béhem procesu transformace dochazi ke vlozeni genetického materiadlu klonu, do
hostitelské bakterie. Tim vznikd transformant, tedy bakterie s takto vlozenym
exogennim genetickym materidlem, ktery nejéastéji predstavuje plasmid. Takto vzniklé
klony se nasledné screenuji. Vzniklé klony mohou byt analyzované na zakladé
fylogenetickym markerti jako jsou ribosomalni podjednotka- /6S ¥rRNA nebo protein
zajiStujici rizné tpravy DNA- recA. (Courtois et al., 2003; Handelsman, 2004;
Johnston et al., 2014; Tyson et al., 2004).

Jednim moznym postupem metagenomické analyzy je analyza na zakladé sekvenci
DNA- sekvencni analyza. Je to pfistup zaloZeny na jiz ziskanych sekvencich a jejich
nasledné analyze. Prvotnim cilem je odhalit diverzitu mikroorganismt a jejich diverzit
gend. Nevyhodou vSak je, Ze zatim existuje nevelky pocet DNA markerd, které nam
poskytuji spolehlivé fylogenetické zatfazeni. Pokud v nasem vzorku/klonu neni tento
marker sekvenéné detekovatelny, neni moZné vzorek/klon identifikovat (Handelsman,
2004; Uhlik et al., 2013).

Vyuzitelnym, ale pomé&rmné komplikovanym piistupem metagenomické analyzy
je identifikace klonii na zaklad¢ jejich heterologni exprese, tento ptistup se nazyva
funkéni metagenomika. Uspéch tohoto piistupu vyzaduje piesnou transkripci a
translaci, a v pfipadg, Ze to test vyZaduje, tak i spravnou sekreci genového produktu

extracelularné (Handelsman, 2004). Funk&ni metagenomické analyza jiz identifikovala
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nova antibiotika nebo naopak geny zptisobujici rezistenci na antibiotika.Vyhoda tohoto
piistupu je v tom, Ze nevyzaduje aby geny, které nds zajimaji byly rozpoznatelné
sekvenacni analyzou; to z néj dél4 jedinou metodu metagenomiky, kterd ma potencial
identifikovat celé nové tfidy genti na zaklad¢ jejich jiz zndmé ¢i naopak doposud nové
funkce (Handelsman, 2004).

Stejné jako sekvenacni analyza, i funk¢ni analyza ma své omezeni. Problémem
je, Ze vétSina gend nebude exprimovana v zadné konkrétni hostitetelské bakterii. U této
analyzy dochazi k zdsadnimu rozporu. Geny jsou klonovany z “exotickych” organismi,
s cilem objevit néco nového, ale zaroven je potfeba aby byly tyto geny exprimovany v
béznych bakteriich jako je naptiklad E. coli (Handelsman, 2004).

Prvni pouziti metagenomické analyzy pro vyzkum mikroorganisma asociovanych

ve stfeve flebotomil bylo popséno u Lutzomyia longipalpis (McCarthy et al., 2011).

6 Vliv mikrobioty na vyvoj protist ve stirevech komart a

flebotomu

Hmyz je vystaven Siroké Skale mikroorganismii, kterou ziskava z prostredi, ve
kterém zije. N&které bakterie si vytvotily symbioticky vztah, jiné jsou komenzaloveé,
kteti se adaptovali tak, aby mohly pietrvat uvnitt téla hmyzu. Symbiotické bakterie
osidluji rizné orgdny hmyzu konkrétné stfevo, ovaria, Malpigické trubice ¢i hemocoel.
Nékteré studie ukazaly, Ze bakterie mohou hmyzimu hostiteli poskytovat nutriéni
vyhodu, podobné jako je tomu ve sttevech termitii (Brune, 1998; Dennison et al., 2014).

Nemoci pienasené vektorem vyzaduji ke svému pienosu interakci mezi hostitelem,
patogenem a hmyzim vektorem, coZ zahrnuje interakci s mikrobiotou pfenasece
(Schlein et al., 1985).

Prvnim mistem kontaktu, kde se parazit setkdva s epitelem komara ¢i flebotom1l, je
mesenteron. Zde ma parazit prvni ptilezitost se prichytit nebo proniknout do okolni
tkan¢ tak, aby dokoncil svilj vyvoj a byl schopen nakazit ¢loveka ¢i jiného obratlovce
(Azambuja et al., 2005; Dennison et al., 2014).

Bakterie pfitomné v zaZivacim traktu hmyzu maji schopnost regulovat imunitni
odpovéd’ hmyzu, coz nésledné ovliviiuje prenaseCovu kompetenci k pfenosu patogend.
Kromé vlivu na pfenaSecovu kompetenci skrze imunitni systém, mohou bakterie
sniZovat vyvoj parazitl tim, Ze ve stievé mize dochazet k bakteridlni produkci

sekundarnich metaboliti, jako jsou naptiklad reactive oxygen species (ROS) (Dennison
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et al., 2014; Diaz-Albiter et al., 2012; Dong et al., 2009; Kumar et al., 2003; Molina-
Cruz et al., 2008).

Cast vyvojové cyklu leishmanii a plasmodii, ktery probiha v mesenteronu
pfenasec, predstavuje kriticky bod, kdy dochazi k silné redukci poctu konkrétnich
stadii parazita. Pro plasmodium je kriticka doba, kdy dochazi k invazi ookinetu do
epitelu mesenteronu, tedy doba pied tim, nez dojde k encystaci oocysty na basalni
laming. Navzdory tomu, Ze se do téla komara dostanou spolu s nasatou krvi desitky tisic
gametocytl, tak pocty vzniklych oocyst jsou v poctech jednotek, maximalné desitek
(Sinden a Billingsley, 2001). Leishmanie se vyvijeji, v porovnani s plasmodiem,

v mesenteronu pomérne dlouhou dobu, nebot’ zde prodélavaji cely zivotni cyklus, ktery
trva i vice jak tyden. Vysoka umrtnost parazitarnich protist v této ¢asti vyvoje je
vysledkem souhry n¢kolika faktord, kterymi jsou travici enzymy hmyzu,jeho imunitni
odpovéd hmyzu a ptirozené ziskand stfevni bakteridlni flora (Azambuja et al., 2005;
Dong et al., 2009; Dennison et al., 2014; Dillon a Dillon, 2004).

Vliv mikrobioty na protista ve stievech komara i flebotomu byl jiz dlouho znamy,
velkou nezndmou vsak predstavuji mechanismy tohoto vzajemného ptsobeni (Schlein
et al., 1985; Pumpuni et al., 1993, 1996). Se vzristajicim zdjmem o vyuziti vlivu
symbiotickych bakterii hmyzu v boji proti lidskym patogentiim, se poznatky o
mikrobioté komart neustale rozsituji. AvSak o mikrobioté flebotomil a jejim vlivu na
vyvoj leishmanii je poznatkti minimum. To je divod, pro¢ tato prace nemohla byt
zam¢iena pouze na flebotomy a vétSina interakci mezi bakteriemi a protisty je

vysvétlena na pfikladu komari a plasmodii.
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6.1 Imunitni odpovéd hmyzu proti patogeniim

VétSina informaci o imunitnim systému hmyzu vychazi z imunitnich odpovédi
modelovych organismt, kterymi jsou Drosophila sp. a komati rodu Anopheles (Clayton
et al., 2014; Dennison et al., 2014; Karlikow et al., 2014).Hmyzi imunitni systém je
kontrolovan skrze rtizné imunitni signalni kaskady. Jednim z prvnich krokt
antipatogenni imunitni odpovédi je rozeznani patogenti na zéklad¢ receptortt PRRs
(Pattern Recognition Receptors). Poté nasleduje spousténi signalnich imunitnich drah,
jejichz vysledkem muze byt fagocytdza, melanizace, enkapsulace ¢i produkce
antimikrobialnich peptidi (AMPs) a dalSich anti-mikrobidlnich molekul (Dimopoulos,
2003; Lavine a Strand, 2002).

Peptidoglykan bunécné stény bakterii aktivuje signaliza¢ni drahy imunity a
zaroven muize indukovat expresi genti pro AMPs, které budou reagovat jak proti
bakteriim, tak proti plasmodiu zaroven (Dong et al., 2009, 2006). Napftiklad,
transmembranovy protein PGRPLC u Anopheles gambiae rozeznéavajici PGN gram
negativnich 1 gram pozitivnich bakterii spousti expresi AMPs, konkrétné CEC1 a DEF1
(Bahia et al., 2014; Meister et al., 2009).

Signaliza¢ni drdha Toll zahrnuje transmembranovy Toll receptor, kinazy a
transkripcni faktor NF-kB, ktery se u komara rodu Anopheles nazyva Relish 1 (REL 1).
Tento transkrip¢ni faktor se vaze v jadie na promotor AMPs (¢i jinych cilovych genti) a
nasledné dojde k ovlivnéni jejich transkripce (Lemaitre a Hoffmann, 2007). Diky
rozdilné stavbé peptidoglykanu je Toll dréha aktivovana predev§im gram pozitivnimi
bakteriemi, houbami a viry (Gobert et al., 2003; Kim a Kim, 2005). PGRP po detekci
bakterii aktivuji proteolytickou kaskadu, dojde k aktivaci extracelularniho cytokinu,
ktery se nasledné vaze na Toll receptor, coz ve vysledku vede ke spusténi transkripéniho
faktoru NF-xB (Lemaitre a Hoffmann, 2007).

Signaliza¢ni draha Imd je spusténa vétSinou gram negativnimi bakteriemi, ale i
nékterymi gram pozitivnimi bakteriemi, které jsou rozpoznany komplexem PGRPs.
Anopheles gambiae koduje sedm PGRPs (ortology u Drosophila sp. LA, LB, LC, LD, a
tf1 neortologni izoformy PGRP-LC: LC1, LC2 a LC3) (Meister et al., 2009). PGRP-LC
je nezbytny pfi obrané proti bakteriim. Transkripénim faktorem v této draze je u
Anopheles Relish 2 (REL 2). Imd spolu s NF-xB REL?2 hraji dtlezitou roli v imunitni
odpovédi jak proti bakteriim, tak proti viriim ale 1 lidskym plasmodiim (konkrétné
Plasmodium falciparum) (Garver et al., 2012). Po utlumeni exprese genti PGRPs u

Anopheles gambiae, byl tento komar infikovan bakteriemi a zdroven plasmodiem a
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vysledkem byl velky nartst plasmodialni infekce. Autofi zkoumali tento efekt po 24
hodinach po nasati samic krve (perioda, ktera se shoduje s proliferaci stievnich bakterii
a sexudlnim vyvojem gametocytll) a dosli k zavéru, ze PGRPLC snizuje proliferaci
bakterii i intenzitu parazitarni infekce (Meister et al., 2009)

Pro plnohodnotnou expresi AMPs u Drosophila sp. (konkrétné cekropin, attacin a
defensin) je nutna spoluprace jak Imd drahy tak Toll signaliza¢ni drahy (Levashina et
al., 1995).

Tteti signaliza¢ni drahou u hmyzu je JAK/STAT, ktera funguje jako
zprostiedkovatel obrany proti bakteriim, houbam a proti plasmodiu. Tato signalizacni
draha stoji, mimo jiné, i1 za proliferaci hemocytt (Bahia et al., 2011). Dochazi zde
k aktivaci Janus kindzy Hopschotch (JAK Hop) pomoci ligandu vazaného na
transmembranovy protein. JAK Hop fosforyluje transkripcni faktor STAT, ktery se
nasledné premisti do jadra bunky, kde posléze aktivuje transkripci cilovych genti
(Agaisse et al., 2003).

Mezi antibakteridlni, antiparazitarni a antiviralni imunitni odpovédi dochazi
k vzajemnému a rozsdhlému prekryvani signalizacnich drah. Napiiklad antiplasmodialni
aktivita urcitych genti miize byt modulovana jejich paralelni aktivitou proti bakteriim.
tudiz mikrobiota ptedstavuje klicovy faktor pro nachylnost vektora pro parazity a ma
vliv na vyvoj protist ve sttevech komart a flebotomil (Dong et al., 2006, 2009; Ramirez

et al., 2012).

6.2 Vliv mikrobioty na kompetenci komari viici plasmodiim

V¢étSina bakterii ve sttevech hmyzu je gram negativnich, z ¢ehoZ rlizni autofi
vyvozuji, ze prave tyto gram negativni bakterie stoji za inhibicnim efektem vyvoje jak
leishmanii tak plasmodii (Djadid et al., 2011; Hillesland et al., 2008; Pumpuni et al.,
1996, 1993; Schlein et al., 1985). Poznatky o vlivu konkrétnich bakterii na vyvoj

plasmodii v komérech rodu Anopheles je uveden v Tabulka 1 .
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Bakterie Dopad na kompetenci komariho prenasece
Produkuje reactive oxygen species (ROS), coz ma za
nasledek vyssi rezistenci komara An. gambiae vici

EspZ plasmodiim

Blokuje sporogonicky vyvoj Plasmodium vivax ve
sttevech Anopheles albimanus. Mezi druhova diverzita
urcuje uroven inhibice Plasmodium berghei u A.
stephensi. Redukuje citlivost komara A. stephensi viici P.

Serratia marcescens falciparum
V A. gambiae, ktery je nakazen P. falciparum, je vétsi
Enterobacteriaceae sp abundance Enterobacteriaceae

Zvysuje expresi SRPN6 u A. stephensi,coz vede ke
zvySeni immunitni odpovedi proti P. falciparum.Inhibuje

Enterobacter cloacae vyvoj P. vivax v prenaSeCi A. albimanus.
Enterobacter amnigenus Inhibuje vyvoj P. vivax v ptenaseci 4. albimanus.

Zvysuje rezistenci A. gambiae vici vyvoji plasmodia,
Acinetobacter sp skrze indukci signalizacni Imd kaskady

Gram negativni bacterie redukuji pocty P. falciparum u A.
Xanthomonas maltophilia stephensi.

Gram negativni bacterie redukuji pocty P. falciparum u A.
Pseudomonas aeruginosa stephensi.

Gram negativni bacterie redukuji pocty P. falciparum u A.
Escherichia coli stephensi.

Gram negativni bacterie redukuji pocty P. falciparum u A.
Cedecea lapagei stephensi.

Gram negativni bacterie redukuji pocty P. falciparum u A.
Ewingella americana stephensi.

Snizuje citlivost Anopheles stephensi vici plasmodiu,
Wolbachia — wals potencialné skrze produkci ROS
Wolbachia — wMelPop Snizuje pocty P. berghei v A. gambiae.

Tabulka 1 Vliv bakterii na vyvoj plasmodii v komarech rodu Anopheles (podle
Dennison a kol., 2014,upraveno).

U Anopheles stephensi, ktery byl koinfikovan gram negativnimi bakteriemi (E.coll,
Pseudomonas aeruginosa a Ewingella americana) a plasmodiemi, doslo bud’ k ¢astecné
nebo Uplné inhibici sporogonického vyvoje Plasmodium falciparum. Gram pozitivni
bakterie, naopak sporogonicky vyvoj neinhibovaly (Pumpuni et al., 1993).

Podobné potlaceni sporogonického vyvoje bylo pozorovano u tfech zastupci
komart rodu Anopheles, konkrétn€ An. stephensi, An. gambiae, a An. Albimanus. Pti
zvySovani bakteridlnich poctii, dochézelo k postupné redukci oocyst Plasmodium
falciparum ve sttevech téchto komart (Pumpuni et al., 1996). K potlaceni
sporogonického vyvoje bakteriemi doslo 1 u Anopheles albimanus nakazen¢ho
Plasmodium vivax (Gonzalez-Ceron et al., 2003).

Komafti Anopheles gambiae, kterym byla podavana antibiotika (asepticti komati),
byly signifikantné citlivéjsi k ndkaze Plasmodium falciparum, nez jedinci, kterym

antibiotika podavana nebyla (septicti komarti). Nékaza se porovnavala poctem oocyst
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v mesenteronu stieva. Zvyseny pocet oocyst u aseptickych jedincti je vysledkem
absence nebo snizeného poctu stievnich bakterii. Pfitomnost mikrobialni flory ovlivituje
mortalitu komart béhem vyvoje plasmodii. Pfiblizné 60% septickych koméart, zahynulo
jiz sedmy den infekce. Naproti tomu u aseptickych komart, jejichz pocet oocyst byl az
Skrat vyssi, zahynulo za stejnou dobu pouze 40%. Autofii predpokladaji, ze vyssi
mortalita septickych komart je ddna soubéznym vyskytem bakterii a plasmodii

v mesenteronu prenaSece (Dong et al., 2009).

U Anopheles gambiae byl studovan vliv bakterii, které byly inaktivovany teplem.
Pomoci porovnavani vlivu s zivymi bakteriemi dosli autoii k zavéru, ze inhibi¢ni efekt
na uchyceni parazitarni infekce uvniti stteva hmyzu maji pouze zivé bakterie. Silnéjsi
inhibi¢ni efekt zivych bakterii mtze byt ale jednoduse zpiisoben tim, Ze se mnozi a
je tomu u mrtvych bakterii (Dong et al., 2009)

Pro pochopeni negativniho vlivu bakterii na vyvoj plasmodii u Anopheles gambiae
byla provedena celogenomova analyza. Porovnani septickych a aseptickych jedinct
odhalilo rozdilnou expresi 185 gent. Podobny pocet genti (195) byl regulovan
ptitomnosti endogenni bakteridlni flory po nasati neinfekéni krve. (Dong et al., 2009).

Tyto regulované geny jsou vétSinou geny zajist'ujici odpoveéd’ pfirozené imunity.
Septicti komafi exprimovali geny kodujici cekropin, defecin nebo gambicin. Prekvapivé
v septickych komarech byla snizena exprese antiplasmodialniho faktoru FBNs6, FBNs9
a FBNs36. Exprese lysozymu c-1, kterd je spojovana s melanizaci, byla zvySena
v septickych a cukrem nakrmenych komarech, nebot’ i lysozym je klicovym
antibakterialnim faktorem (Dong et al., 2006).

Stimulace imunitni aktivity se ndsledné projevuje jako citlivost nebo nachylnost
komara k odlisSnym patogentim, coz se odrazi ve vektorovée kapacité. Antiplasmodialni
imunitni odpovéd’ je stimulovéna spiSe pfitomnosti bakterii nezZ samotnym plasmodiem.
Imunitni systém zaroven kontroluje 1 bakteridlni proliferaci, tudiz je mezi zvySujicim se
poctem bakterii a zvySujici se produkei antiplasmodialniho efektu u komara Anopheles
gambiae, pozitivni korelace (Dong et al., 2009).

Vliv mikrobioty mize mit i pfimy dopad na vyvoj protist uvnitf stieva pienaSece.
Identifikovana bakterie u komarti rodu Anopheles z kmene Enterobacteriaceae- Esp _Z
je schopna ptimo ovliviiovat plasmodium na zakladé mechanismi, které zahrnuji
bakterialni produkci ROS (Cirimotich et al., 2011). Na zaklad¢ in vitro pokusi byl
odhalen pfimy inhibi¢ni efekt bakterie Serratia marcescens na Plasmodium berghei u

Anopheles gambiae. Autofi navrhuji, Ze tato antiplasmodialni aktivita byla
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zprostiedkovana Serratia marcescens pomoci sekrecniho rozpustného faktoru, ktery
zasahuje do vyvoje plasmodia, pfedtim nez se z plasmodia stava pohyblivy ookinet

(Bahia et al., 2014).

6.3 Vliv mikrobioty na kompetenci flebotomi viici leishmaniim

Prvni zminka o moZném vlivu bakterii na leishmanie ve stfevech flebotomi
Phlebotomus papatasi byla publikovana jiz pted devadesati lety (Adler a Theodor,
1927,cit. dle ; Schlein et al., 1985). Nasledné byl vliv bakterii na vyvoj protist potvrzen
u P.papatasi, ktery byl prirozené infikovan bakteriemi nebo houbami a nasledné pak
leishmaniemi. V tomto ptipadé doslo v mesenteronu k potlaceni vyvoje promastigoti
Leishmania major. (Schlein et al., 1985).

U Phlebotomus papatasi se jesté Schlein et al. (1985) zabyvali obsahem divertikula
a jeho baktericidni aktivité proti konkrétnim bakteriim. Divertikulum a jeho obsah
injikovali na jednotlivé Petriho misky, kde byly €isté kultury konkrétnich bakterii.
Divertikulum a jeho obsah méli inhibi¢ni efekt na rist téchto bakterii: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Shigella sonnei, Streptococcus sp. a Pseudomonas aeruginosa.
Tento inhibi¢ni efekt vSak trval par hodin a byl zpozorovan jen do urcité vzdalenosti
bakterii od obsahu divertikula na Petriho misce. Na zakladé pozorovani autofi
spekulovali o vlivu bakterialnich inhibitord, ptfitomnych v divertikulu, na obsah stfeva
Phlebotomus papatasi. Vysledkem spekulace bylo, Ze obsah divertikula ma
pravdépodobné vliv na bakterie pfitomné ve stieve, ale divertikulum neni jedinym
zdrojem bakteridlnich inhibitorti. (Schlein et al., 1985)

Stejné jako u komard, tak i u flebotomi muize dochézet k pfimému ovlivnéni
vyvoje protist bakteriemi. V1iv Serratia marcescens byl zkouman u Leishmania chagasi
in vitro (Moraes et al., 2008). Pokusy byly provedeny se dvéma typy
entomopatogennich bakterii Serratia marcescens, které interagovaly s Leishmania
chagasi. Prvnim typem je Serratia marcescens SM365, kterd produkuje pigment, tzv.
prodigiosin, a zpusobuje lyzi bun¢k L. chagasi, a druhym typem je Serratia marcescens
DBI11, kterd naopak prodigiosin neprodukuje a leishmanie nelyzuje. Tato bakterie
disponuje fimbriemi s lektinovou aktivitou specifickou pro manézu, pomoci kterych se
vaze jak k biologickym tak k nebiologickym povrchiim. Pomoci fimbrii bakterie také
lyzuje buniky Leishmania chagasi. Bakterie adheruje na parazita v oblasti jeho
periflagelarni kapsy, kde vytvafi filamenta, pomoci kterych propojuje okolni bakterie

spolu s parazitem a spole¢n¢ vytvaii okolo lyzované buiiky tzv. biofilm. Bakterie
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SM365 silné redukuje pocet promastigot Leishmanie chagasi v kultufe a intenzita této
redukce je zavisla na koncentraci dané bakterie. P¥i koncentraci bakterii 1x 10®
CFU/ml) je témé¢f cela populace leishmanii zlyzovana béhem 120 minut (Moraes et al.,
2008).

Obecné ve stieve obratlovcei plati, Ze pritomnost piirozené sttevni mikroflory
chrani jedince, pied potencialnimi patogeny (Lawley a Walker, 2013). Tato schopnost
sttevni mikroflory chranit hostitele, byla pouzita v podobném konceptu i u kiidlatého
hmyzu (fad Lepidoptera nebo Diptera (Dillon a Dillon, 2004). Na zakladé tohoto
konceptu byly provedeny pokusy s Lutzomyia longipalpis, kdy flebotomové infikovani
v rizném potadi bakteriemi a houbami, Asaia sp. a Ochrobactrum intermedium, houba
Pseudozyma) a leishmaniemi (Leishmania mexicana) (Sant’ Anna et al., 2014).V prvnim
ptipadé bylo stievo hmyziho pfenasece nejprve infikovano bakteriemi a houbami, 4 dny
pied nasatim. Béhem nasledného sani krve doslo k nakazeni flebotoma
leishmaniemi.Vliv na populaci Leishmania mexicana byl pozorovan dle porovnavani
pocti promastigoti. V tomto prvnim experimentu bylo zkoumano, zdali stfevni
bakterie mohou chranit stfevo hostitele pred vyvojem leishmanii. Vysledky prvniho

experimentu jsou zobrazeny v Obr. €. 1.
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Obriazek. 1 Dopad primarniho nakaZeni bakteriemi a houbami na velikost populace
leishmanii (A) Populace promastigotii L.mexicana po pozieni Pseudozyma sp., Asaia sp. neb
O. intermedium. Kolecka znazoriuji individualni pocet parazitl ve stfeve individualniho
jedince flebotomt (B) Procentudlni zastoupeni samic infikovanych leishmaniemi. Kontrolni

skupiny krmeny cukrem (podle Sant’ Anna et al., 2014 upraveno).
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Primarni nakaZeni houbami a bakteriemi vyrazné redukuje velikost populace
leishmanii. K jesté vétsi redukei poct promastigotit dochazi v pripadé, jsou li v kultute
mikroorganismu jak zastupci bakterii, tak hub (Sant’Anna et al., 2014).

Efekt bakterii na redukci promastigotli byl pozorovan i s riznymi koncentracemi
bakterie Ochrobactrum intermedium a zaroven byl porovnavan efekt bakterii, které jsou
inaktivované teplem. Bylo zjisténo, Ze rezistence vici parazitarni infekci neni zavisla na
koncentraci pritomnych bakterii, nebot’ mezi jednotlivymi koncentracemi bakterii nebyl
zpozorovan siln¢jsi/slabsi efekt. A aby mély bakterie n¢jaky vliv na vyvoj leishmanii ve
sttevech flebotomti,musi byt zivé. Efekt teplotné inaktivovanych bakterii se ptilis nelisi

od kontrolnich jedinct (Sant’Anna et al., 2014).
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Obriazek 2 Efekt koncentrace bakterii a teplotné inaktivovanych bakterii O. intermedium na
procentudlni zastoupeni samic Lu. longipalpis infikovanych L. mexicana (A) Rozdilna
koncentrace O. intermedium 10° (O. D. 0.02) CFU/mL a 10’ (O. D. 0. 2) CFU/mL, kontrolni
samice krmeny pouze cukrem. (B) Efekt teplotng inaktivovanych bakterii (HI) 10’ CFU/mL
(podle Sant’Anna et al., 2014 upraveno).

V druhé ¢asti experimentu, byl pozorovan vliv leishmanii na infekci
entomopatogennimi bakteriemi, které jsou pro hmyz ¢asto smrtelné. Flebotomové byli
nejdfive infikovani leishmaniemi a nasledné bakteriemi. Entomopatogenni bakterie,
ktera byla pouZzita, je jiz zmiflovana Serratia marcescens. Flebotomové, ktefi sali krev
bez leishmanii a nésledné jim byla denné podavana tato bakterie, podlehli v naprosté
vétsing bakteridlni infekei a pouze 11% ptezilo prvnich 6 dni od bakteridlni infekce.

Naproti tomu u flebotomt, kteti byli nejprve nakaZeni z krve amastigoty a poté
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vystaveni Serratia marcescens, kde bylo procento pieziv§ich mnohem vétsi -56%.
Ptitomnost Leishmania mexicana tedy zvysila odolnost flebotomi L. longipalpis viici

infekci entomopatogennich bakterii Serratia marcescens (Sant’ Anna et al., 2014).
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7 Zaveér

Bakterie osidlujici mesenteron stfeva komart a flebotomti mohou hrat dilezitou
roli v kapacité a kompetenci téchto vektort. V mé praci shrnuji zdroje bakteridlni
infekce komaru a flebotomi, sloZeni jejich stievni mikrobioty na zakladé riznych
metod identifikace a v neposledni fadé se zabyvam mechanismy vlivu bakterii na vyvoj
protist v téchto prenasecich, které jsou vétSinoveé vysvétleny na komarech.

Zdroje bakteridlni infekce hematofagniho dvouktidlého hmyzu mohou byt
riznorodé v zavislosti na vyvojovém stadiu hmyzu a potrave, kterou se zivi. Krome
pohlceni mikroorganismt spolu s potravou, se bakterie mohou pfendset riiznymi typy
ptenost z jedince na jedince. Ptikladem téchto typl pienosu je pienos transstadidlni,
transovarialni nebo pienos horizontalni.

Bakterialni diverzita ve sttevech komart a flebotomt je ovliviiovana riznymi
faktory. Jednim z faktort je efekt lokality, bakteridlni diverzita je zavisla jak na
geografickém ptivodu pfenasece, tak na momentalnim misté jeho vyskytu. Dalsim
z nezanedbatelnych faktord ovliviiujici bakterialni diverzitu ve stievé hematofagniho
dvoukiidlého hmyzu je sani krve dospé€lych samicek. Po sani sice pocty bakterii
napadné vzristaji, ale u druhového slozeni bakteridlniho mikrobiomu je tomu naopak:
druhova diverzita bakterii nékolik hodin po séni klesa. U vSech vyvojovych stadii
komari a flebotomt tvoii majoritni ¢ast bakteridlniho sloZzeni gram negativni bakterie.
Pocty gram pozitivnich bakterii, mezi vyvojovymi stadii kolisaji, avSak nejvyssi jsou
béhem larvalniho vyvoje ¢i u nové vzniklych dospélct, jelikoZz gram pozitivni bakterie
jsou u flebotomi nejcastéji ziskdvany z ptidnich lihnist’ a u komard z vodniho prostredi.

Na identifikaci bakterii a sloZeni bakteridlni diverzity jsou pouZzivany dva zakladni
typy identifika¢nich metod. Star§i metody vyzaduji kultivace bakterii, kdy vyizolované
kultury jsou nasledné identifikovany na zékladé svého fenotypu. ModernéjSim typem
identifikace bakterii jsou metody nekultivaéni, pfi kterych dochézi k ptimé izolaci
DNA, aniz by bakterie pfedtim musely riist zivném médiu. Soubor molekularnich metod
zaloZenych na piimé izolaci DNA z celého vzorku se nazyva metagenomika.

Riazné bakterie identifikované na zakladé¢ té€chto metod maji rizny vliv na vyvoj
protist ve stieve pienaSece. Bakterie svou pfitomnosti spousti rtizné signaliza¢ni drahy
imunitniho systému, které kontroluji nejen bakterialni proliferaci, ale zaroveit mohou
ovlivilovat vyvoj protist a ndchylnost vektora k jejich usidleni. Zaroven vSak mtze
dochdzet 1 k tomu, Ze parazitarni protista, konkrétné leishmanie,chrani pfenaSece pred
nékterymi entomopatogennimi bakteriemi.
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Vliv bakterialni symbiotické mikrobioty na vyvoj protist ve stfevech komarta a
flebotomt muze byt pouzit v boji proti témto parazitarnim onemocnénim. Je to téma,

kterému bych se rada vénovala i ve své diplomové praci.
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