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ABSTRAKT

KoZni leishmanidza je nejcasté;jsi z klinickych forem onemocnéni ¢lovéka plsobené
parazity rodu Leishmania. Paraziti jsou mezi hostiteli pfenaseni sanim samic dvoukfidlého
hmyzu rodu Phlebotomus v oblasti Starého svéta a Lutzomyia v oblasti Nového svéta.
Jednim z hlavnich pavodcl koZni leishmanidzy Starého svéta je Leishmania major.
Onemocnéni pusobené timto druhem je zoondzou, kde jako rezervoarovi hostitelé slouzi
hlodavci. Parazit dlouhodobé koluje mezi rezervodrovymi hlodavci a flebotomy a ¢lovék se
stava jen nahodnym hostitelem v pfipadé vyskytu v ohnisku nakazy.

Hlodavci rodu Arvicanthis patfi mezi nejhojnéjsi hlodavce afrického kontinentu, s
plvodnim vyskytem v Etiopii, odkud se rozsifili na podstatné Uzemi subsaharské Afriky a
delty feky Nil. V endemickych lokalitdch kozZnich i viscerdlnich leishmaniéz jsou velice hojni
a spliuji i dalsi kritéria rezervoarového hostitele, véetné opakovanych ndlez( jedincu
infikovanych L. major a dalSimi druhy leishmanii. Dosud oviem nebylo potvrzeno, jakou roli
v kolob&hu onemocnéni hraji a zda nejsou jen nahodnym hostitelem tohoto parazita.

Pro tuto praci byl ziskan druh A. neumanni, ktery se vyskytuje predevsim ve vychodni
Africe, na Uzemi Etiopie, Somalska, Keni a Tanzanie. Jedinci z pokusnych skupin byly
experimentalné nakaZeni tfemi rliznymi izolaty L. major a pomoci xenodiagnostiky byla
testovdna jejich infektivita pro flebotomy druhu P. duboscqi, pfirozeného prenasece L.
major v subsaharské Africe.

Dale byla pozorovana vnéjsi manifestace onemocnéni (tvorba koznich |ézi), rozvoj
infekce a distribuce L. major do dalSich tkani metodou kvantitativni PCR a sledovana tvorba
protilatek proti L. major v pribéhu pokusu metodou ELISA. Schopnost L. major dokon(it v
A. neumanni zivotni cyklus byla testovdna pomoci sani nenakazenych flebotomd na
jedincich infikovanych v pfedchozim sanim experimentdlné nakazenymi flebotomy.
Hodnocena byla také atraktivita A. neumanni pro P. duboscgi, fekundita a mortalita samic
nasatych na A. neumanni a dalsich dvou druzich mySovitych hlodavc(.

Experimentdlni infekce A. neumanni prokazaly, Ze tento druh hlodavce muze slouzit
jako hostitel L. major. 1zolaty pochazejici ze Senegalu pretrvaly v misté inokulace do 20.
tydne po infekci, aniz by zvifata vykazovala vyrazné znamky onemocnéni. Mezi 5. a 10.
tydnem po infekci byli néktefi pokusni jedinci schopni infikovat sajici flebotomy.

Klicova slova: xenodiagnostika, leishmaniéza, Phlebotomus, Leishmania major
rezervodrovy hostitel, Arvicanthis



ABSTRACT

A cutaneous leishmaniasis is the most common clinical form of human disease
caused by parasite of the genus Leishmania. They are transmitted between the hosts by
haematophagous females of dipteran sand flies of the genus Phlebotomus in the Old World
and Lutzomyia in the New World. One of the major agents of cutaneous leishmaniasis in
the Old World is Leishmania major. The disease caused by this species is a zoonosis where
rodents act as reservoir host. The parasite long time circulates between reservoir rodents
and sand flies, while humans are infected only accidentaly in the focus of infection.

Rodents of the genus Arvicanthis belongs to the most abundant in the African
continent. The genus has evolved in Ethiopia from where it expanded to a major part of Sub
—Saharan Africa and the delta of the river Nile. These rodents are very abundant in endemic
locations of cutaneous and visceral leishmanias and fulfil many reservoir host criterias
including repeated field findings of individuals infected by L. major and another Leishmania
species in nature. However, their role in the disease cycle remains to be confirmed.

A. neumanni used in this study is an East African species spread from Ethiopia and
Somalia to Kenya and Tanzania. Animals were experimentally infected with three different
L. major isolates and their infectivity for P. duboscqi (a natural vector of L. major in Sub —
Saharan Africa region) was tested by xenodiagnosis.

Additionally, external manifestations of the disease (skin lesion formation) were
observed. Development of infection and distribution of L. major to several different tissues
were tested by quantitative PCR. Production of antibodies against L. major during the
course of infection was evaluated using ELISA. The ability of L. major to complete the life
cycle in A. neumanni was tested by feeding of naive sand flies on Arvicanthis infected
previously by experimentally infected sand flies. Also attractiveness of A. neumanni and two
other rodent species for P. duboscgi and the fecundity and mortality of females after blood
meal was evaluated.

Experimental infections of A. neumanni have shown that this species of rodent can
serve as a L. major host. Isolates from Senegal persisted on the site of inoculation until the
20th week post infection and animals did not show significant signs of the disease. Some
individuals of A. neumanni were able to infect sand flies between 5th and 10th week post
infection.

Key words: xenodiagnosis, leishmaniasis, Phlebotomus, Leishmania major, reservoir host,
Arvicanthis
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1 Uvod a cile prace

Leishmania major (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) je parazitem kolujicim mezi
prevazné norovymi hlodavci a vektory rodu Phlebotomus (Diptera: Psychodidae) v mnoha
zemich tropického a subtropického pasma Starého svéta. Prokdzanymi vektory jsou africky
druh P. duboscqi, pouzivany v této praci a blizce ptibuzny P. papatasi. V ptipadé, ze se v blizkosti
nor hlodavcu vyskytuji lidska sidla nebo se ¢lovék dostane do ohniska nakazy, mohou nakazeni
flebotomové sat a prenaset L. major i na Clovéka. Onemocnéni je u clovéka nazyvano
zoonotickda kozni leishmaniéza a projevuje se ulcerujicimi koznimi lézemi v misté sani
nakazeného flebotoma. Tyto léze se u imunokompetentnich osob hoji vétSinou spontanné
v pribéhu nékolika mésicl jizvou. Dochazi tedy k znetvoreni pokozky a vzhledem k tomu, Ze
flebotomové saji hlavné na odhalenych ¢astech téla jako je oblic¢ej a ruce, mliZze u postizenych
osob dochazet ke stigmatizaci ve spolecnosti.

Nékolik druh( hlodavcl je prokdzadno jako rezervoarovy hostitel v oblastech od severni
Afriky po Stfedni Asii a irdn, kde jsou to hlodavci z pod¢eledi Gerbillinae (piskomilové). V
subsaharské Africe je identita rezervoarovych hostitel(l méné jasna. Izolaty Leishmania sp. byly
ziskdny z mnoha druhl zvifat, jejich skuteCny vyznam v prenosu leishmanii je ale nutno
potvrdit. Jednim z nejdllezitéjSich potencionalné rezervoarovych hostitel(l jsou hlodavci rodu
Arvicanthis, ktefi patfi mezi nejhojnéjsi africké hlodavce s Sirokym areadlem rozsifeni. Je to
ZivoCich obyvajici nory, které jsou idedlnim prostfedim pro vyvoj flebotomu. Z hlodavctd rodu
Arvicanthis byly ziskany izolaty L. major a také L. donovani, ptivodce visceralni leishmanidzy ve

vychodni Africe.

Cilem této prace je ovéfit potencidl druhu Arvicanthis neumanni slouZit jako rezervodr
Leishmania major a to:

= sledovanim infektivity experimentdlné nakaZenych hlodavcl A. neumanni pro
flebotomy druhu P. duboscqi pomoci xenodiagnostickych pokusu.

= sledovanim rozvoje infekce a distribuce parazita v téle hostitele pomoci qPCR a
sledovanim vnéjsi manisfestace onemocnéni (tvorba lézi).

= sledovanim zda L. major dokonci v A. neumanni Zivotni cyklus pomoci sani
nenakazenych flebotomU na jedincich infikovanych predchozim sanim experimentalné
nakazenych flebotomu.

= testovanim atraktivity A. neumanni pro prenaseée P. duboscqi pomoci preferencnich
pokusu a sledovanim mortality a fekundity nasatych samic flebotom.



2 Literarni prehled

2.1 Leishmaniozy

Leishmanidzy jsou skupinou onemocnéni obratlovcl, véetné Clovéka, ktera plsobi
obligatné intraceluldrni prvoci rodu Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae).
Onemocnéni je prenaseno hematofagnimi samicemi flebotomd rodu Phlebotomus Rondani &
Berte, 1840 ve Starém svété a Lutzomyia Franga, 1924 v Novém svété (Diptera: Psychodidae:
Phlebotominae). Okolo padesati druhl (z nékolika stovek) flebotomu je schopno prenést toto
onemocnéni a je zndmo vice nez dvacet druh( leishmanii schopnych infikovat ¢lovéka
(Mansueto et al., 2014). Mezi kompetentnimi druhy flebotom( a leishmaniemi, které prenasi
se vyvinuly specifické vztahy, zaloZzené na molekuldarnich mechanismech a interakcich, které
umoznuji preZiti a mnozeni parazita uvnitt stieva flebotom a nakazu dalSiho hostitele. Tyto
molekularni interakce maji za nasledek, ze jen urcity druh flebotoma je schopen pfirozeného
pfenosu konkrétniho druhu leishmanie v pfirodé (shrnuto v Sacks, Kamhawi, 2001; Ramalho —
Ortigao et al., 2010).

Vétsina druh(l leishmanii patfi do skupiny Suprapylaria, vyvijejici se v mesenteronu a
stomodeu flebotom(? (shrnuto v Kamhawi, 2006). NiZe je popsan pouze Zivotni cyklus skupiny
Suprapylaria, protoZe tento typ vyvoje ma L. major pouzivand v praci pro experimentalni
infekce.

Infekce flebotoma vznika pti nasati krve z infikovaného hostitele. Flebotomové patfi
mezi thelmofagni hmyz, takZe pfi sani krve vytvareji drobnou ranu, do které se za¢nou stahovat
monocyty a makrofagy. U nakazeného jedince tyto imunitni buriky obsahuji amastigotni stadia
leishmanii ve fagolysozomu. Amastigotni stadia v mesenteronu flebotoma transformuji do
stadii procyklickych promastigotl a replikuji se v nasaté krvi uvniti peritrofické matrix. Za
nékolik dni se procykli¢ti promastigoti transformuji na velmi pohyblivé nektomonady — tato
stadia unikaji z peritrofické matrix, pfichycuji se k epitelu stfeva a dale anteriorné migruji ke
stomodedlni valvé flebotoma v thorakalni ¢asti stfeva. V oblasti thorakalniho mesenteronu
dojde k dalS$imu mnoZeni a formovani leptomonad. Zleptomondad nasledné vznikaji

haptomonddy, které jsou uchyceny na stomodedlni valvé (kde pfispivaji k jeji degeneraci) a

1 Druhou skupinou je Peripylaria, kterd se od Suprapylaria a Hypopylaria odliduje vyvojem

v zadni Casti stfeva flebotomi (proktodeu) a patfi sem napfiklad Leishmania (Viannia) braziliensis.



infekénich vysoce pohyblivda metacykli¢ti promastigoti — stadia pripravend k infekci dalSiho
obratlovéiho hostitele (Obrazek 1, 2). Dllezitym mechanismem pfi pfenosu je ,,blokace stfeva®”
sekreci molekul PSG (promastigote secretory gel) parazity. Flebotom s takto blokovanym
stfevem (PSG spolu s hroznem haptomonad a leptomondd vytvafi v thorakdlnim mesenteronu
»zatku“) a nefunkéni stomodedlni valvou (ta je poskozena chitindzami leishmanii) Spatné
mechanicky nasdva krev z dalSiho hostitele a to vede k regurgitaci infekénich metacyklickych
forem parazita do obratlovciho hostitele a jeho ndkaze (shrnuto v Kamhawi, 2006; Bates, 2007)

Desjeux (2004) uvadi, Ze flebotom nakaZeny néjakym druhem rodu Leishmania se stava
infekéni pro dalSiho hostitele za 8 — 20 dni. Kamhawi (2006) tvrdi, Ze pramérna doba vyvoje
leishmanii ve flebotomovi je 6 — 9 dni v zavislosti na druhu.

Onemocnéni se vyskytuje pfedevsim v tropickych, subtropickych oblastech a také
v nékterych oblastech mirného pasma a je endemické v 98 zemich svéta (Kamhawi, 2006, Alvar
et al., 2012). Svétovd zdravotnickd organizace (WHO) oznacila leishmanidzu jako Sesté
nejvyznamné;jsi onemocnéni v tropech a subtropech (Feiz — Haddad et al., 2015).

Projevy onemocnéni zaleZi na druhu parazita a imunitni odpovédi hostitele. Spektrum
klinickych pfiznakl se pohybuje od asymptomatickych infekci po leishmanidzy s méné vaznymi
klinickymi ptiznaky — kutanni leishmanidza pres vainéjsi mukokutanni formy az fataini
visceralni formy leishmaniéz (kala - azar). Visceralni leishmanidza vznika, kdyZ jsou nakaZzeny
makrofagy lokalizované ve vnitfnich organech, prfedevsim v kostni dfeni, jatrech a sleziné
(Chappuis et al., 2007). Onemocnéni viscerotropnimi druhy leishmanii se projevuje predevsim
opakovanymi horeckami, splenomegalii, hepatomegalii, lymfadenopatii, anémii a ztratou
hmotnosti a bez |é¢by vede ke smrti (Desjeux, 2004).

Celosvétové nejrozsifenéjsi formou je leishmaniéza kutanni, manifestujici se
chronickou, nebolestivou lézi (Kelly et al., 2012; Mansueto et al., 2014). Kutanni leishmaniéza
se vyskytuje od Ameriky, pres oblast Stfredomofi, zapadni Asie a oblast Stfredniho vychodu az
do Stfedni Asie, franu a Indie. Visceralni forma leishmanidzy se vyskytuje predeviim v ruralnich
a suburbdnnich oblastech Indie, Bangladése, Sudanu, Jizniho Sudanu, Etiopie a Brazilie
(Desjeux, 2004; Alvar et al., 2012).

Zlatym standardem v diagnostice leishmanidz je pfimy prlikaz amastigotnich stadii
v rliznych klinickych vzorcich. Pro diagnostiku kutannich a mukokutannich leishmaniéz je
obvykle vyuzivdno vysetfeni Giemsou barvenych preparatd seskrabll kize pod svételnym
mikroskopem nebo vysetreni sklicka s otiskem ziskanym ze zanétlivych okraji koini léze.
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V diagnostice visceralnich leishmanidz (VL) je nejcastéji vyuzivano mikroskopické vysetreni
kostni difené nebo aspiratu ze sleziny. Aspirat ze sleziny ma vice nez 95% diagnostickou citlivost.
Je tak zlatym standardem v diagnostice VL, ale je omezen kontraindikacemi, jako je vaina
anémie, sklony k nadmérné krvacivosti a téhotenstvi. Ddle jsou vyuZivany sérologické metody
— ELISA, IFAT, aj. (Desjeux, 2004; Murray et al., 2005).

VétsSina koZnich |ézi (zpUsobované L. major, L. tropica aj.) je vyhojena bez I1éCby jizvou
béhem nékolika mésicl. V pfipadé dlouhodobé pretrvavajici velkych 1ézi nebo vyskytu lézi
blizko kloub(l je podavan Iék prvni volby — pétimocny antimon. LéCba je nutnd hrozi — li rozsev
leishmanii na sliznice a propuknuti mukokutdnni leishmaniézy zplsobené predevsim
novosvétskymi leishmaniemi Latinské Ameriky z podrodu Viannia, napftiklad L. (V.) braziliensis.
V pripadé viscerdlnich leishmaniéz (zplsobované druhy L. donovani infantum, L. donovani
donovani) je |éba nutnd a je nejCastéji podavan intramuskularné nebo intravendzné
pétimocny antimon a predevsim v Evropé, USA a Indii intravenézné Amfotericin B (Ashford,
2000; Mansueto et al., 2014). V Indii vlivem Spatného |écebného schématu (podavani nizkych
davek, predc¢asného ukonceni IéCby, aj.) doslo k vyraznému zvySeni rezistence na pétimocny
antimon a napfiklad v hyperendemické oblasti Bihar v severni Indii, neodpovida na léc¢bu VL

pétimocnym antimonem 50 — 65 % lidi (Sundar, 2001).

Thorakalni

mesenteron

o : % Abdominalni
Stomodealni | 33 mesenteron
valva - ’

Esofagus

Farynx \

Proktodeum

Stomodeum

I Procyklicka stadia, 1.-2.den

B Nektomonady, 2.-3.den
Leptomonady. 4.-7. den

B Metacyklicka stadia, 5.-7.den
Haptomonady, 5.-7.den

Obrazek 1: Vyvojovy cyklus Leishmania sp. ve flebotomovi (upraveno a prevzato z Kamhawi,

2006)
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. ’
Unik z parazitované bunky P

Prenasec spolu s krvi

o nasaje amastigoty
A: Infekéni stadium

A= Diagnostické stadium

Obrazek 2: Zivotni cyklus Leishmania sp.

(upraveno a prevzato z cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html)

2.1.1 Kutanni leishmaniéza (CL)

Kutanni leishmaniéza (CL) je nej¢astéjsi formou onemocnéni s nejméné zdvazinymi
klinickymi pfiznaky projevujici se ulcerativni nebo noduldrni 1ézi v misté sani infikovaného
flebotoma. V 86 — 98 % pripadu se léze spontdnné vyhoji od tfi mésich do dvou let (Goto,
Lindoso, 2010; McGwire, Satoskar, 2014). Kutanni forma leishmanidzy je infekci dermalnich
makrofagl, coz vyvolava intenzivni zanétlivou imunitni odpovéd a ulceraci pokozky
nakazenych hostitel(l. Zavaznost priznak( je zdvisld na druhu parazita a imunitni odpovédi
hostitele (Nylen, Eidsmo, 2014).

Rod Leishmania je dnes rozdélen na ¢tyfi uznavané podrody a z toho zastupci tfi
podrod( pUsobi CL u lidi: Leishmania, Viannia, Mundinia (Espinosa et al., 2016). Leishmanie
z podrodu Viannia, vyskytujici se v Latinské Americe, vytvareji agresivnéji ulcerujici léze a
mohou prechazet az do mukokutanni formy onemocnéni (Gomes et al., 2008). Plivodci koZnich
leismaniéz jsou ve Starém svété (Asie, Afrika, Evropa): L. (L.) tropica, L. (L.) major, L. (L.)
aethiopica, L. (L.) infantum z podrodu Leishmania a L. (M.) martiniquensis a Leishmania (M.)
sp. z Ghany z podrodu Mundinia. V Novém svété (Latinskd Amerika) jsou to: L. (L.)
amazonensis, L. (L.) mexicana, L. (L.) venezuelensis z podrodu Leishmania a L. braziliensis
komplex (s dvéma druhy L. (V.) braziliensis, L. (V.) peruviana), L. guyanensis komplex (s tfremi
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druhy L. (V.) guyanensis, L. (V.) shawi, L. (V.) panemensis), L. naiffi komplex (s jednim druhem
L. (V) naiffi) a L. lainsoni komplex (s jednim druhem L. (V.) lainsoni) z podrodu Viannia.
(Boisseau-Garsaud et al. 2000; Mansueto et al., 2014; Kwakye-Nuako et al. 2015)

Existuje nékolik klinickych forem kutanni leishmanioézy: lokalizovana CL (LCL), plsobend
predevsSim druhy Starého svéta L. major, L. tropica, L. sp. z Ghany, L. martiniquensis a L.
aethiopica (tento druh mUze zpUsobit recidivujici Iéze nékolik mésicl az let po zhojeni), difazni
CL (DCL), pusobend druhy L. mexicana, L. amazonensis, L. martiniquensis a L. aethiopica,
mukokutanni forma (MCL), plGsobend ve vétSiné pripadQ L. (V.) braziliensis (dale L. (V.).
panamensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) amazonensis a vyjimecné druhy Starého svéta u
imunodeficitnich lidi) a post kala — azar dermalni forma (PKDL), ktera se m{ze vyvinout v rdmci
dvou let po lécbé viscerdlni formy onemocnéni L. donovani. Nejvyssi prevalenci ma
lokalizovand kutdnni leishmanidéza (Boisseau-Garsaud et al. 2000; Goto, Lindoso, 2010;
McGwire, Satoskar, 2014; Kwakye-Nuako et al. 2015; Abdoli et al., 2017).

Dle Kelly et al. (2012) se na pocatku onemocnéni vytvofi mala (5 - 10 mm) Cervenad
papula v misté sani nakazeného vektora. Tento kozni Utvar se vyviji v nebolestivy erytematdzni
nodul, ktery progresivné ulceruje v pribéhu tydnl az mésici. U imunokompetentnich osob
dojde obvykle i bez [é€by v pribéhu nékolika mésicl ke spontannimu zhojeni. V misté zhojeni
dojde k depigmentaci a vytvoreni vyrazné jizvy a znetvoreni pokozky. Komplikaci hojeni mize
byt bakteridlni infekce, ktera se projevi bolestivosti |éze (Mansueto et al., 2014). Problém jsou
recidivujici |éze, které jsou obtizné hojitelné a dlouhotrvajici, napfiklad u infekci L. (L.)
aethiopica (Desjeux, 2004). U lidi s imunodeficitem (HIV aj.) maze vzniknout difuzni forma CL
pfi které se tvofi noduly po celém téle, nejen v misté primarni infekce. Ve srovnani
s lokalizovanou CL je difuzni forma obtizné Iécitelnd a noduly se nevyhojuji spontanné (Peters,
Killick-Kendrick, 1987). Tento typ onemocnéni se vyskytuje u ndkaz zplsobenych L. (V)
amazonensis a L. (L.) aethiopica (Ashford, 2000). DCL je zndma z Jizni a Stfedni Ameriky a
Etiopie (Goto, Lindoso, 2010). Nakazy zpUsobené leishmaniemi z podrodu Viannia vyskytujici
se v Latinské Americe mohou z kozni léze hematogenni a lymfogenni cestou prechazet na
sliznice a zpuUsobovat jejich vdiny a destruktivni zanét — mukokutdnni leishmanidzu.
Pravdépodobnost prechodu z koZzni do mukokutanni formy leishmanidzy stoupa, kdyz se léze
s parazity nachazi na hlavé a krku v blizkosti nosu a Ust, 1éze jsou dlouhotrvajici a velkych
rozmér( bez adekvatni Ié€by, zaroven je postizeny muzského pohlavi, ma imunodeficit nebo je

ve Spatném vyZivovém stavu (Mansueto et al., 2014).
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K diagnostice kutannich a mukokutannich leishmanidz je moZno vysetfit vzorky z kize
obarvené Giemsou (stéry z okrajli |ézi, vzorky biopsie léze) pod svételnym mikroskopem, coz
umoziuje vizualizaci amastigotnich forem leishmanii a pfindsi rychlé vysledky. Tento typ
diagnostiky je nejvice pouzivany, ale nevyhodou je nizkd sensitivita, dle Mansueto et al. (2014)
14 -18 %. Dle Goto, Lindoso (2010) 50 — 70% u druht Starého svéta a 15 —30% u druht Nového
svéta. Dale lze vySetfovat histologické vzorky lézi obarvené hematoxylin eosinem pod
svételnym mikroskopem, senzitivita u této metody je 33 - 57 %. Typickym patologickym
nalezem v histologickém fezu je granuloma a amastigoti leishmanii. Dalsi pouZitelnou
metodou pro diagnostiku je kultivace ve specidlnim médiu (NNN médium, 3 tydny) z aspiratu
ziskaného z léze pomoci injekéni jehly nebo z biopsie klZe. Sensitivita je 58 — 62 %. Této
metody se vyuzivd, pokud je potfeba leishmanie isolovat pro druhové uréeni. Dalsi
diagnostickou metodou muze byt Leishmanin kozni test (Montenegro test), zaloZeny na
intradermalnim poddani antigenu Leishmania sp. a vytvoreni hypersenzitivni kozni reakce
v pfipadé pozitivity testu. Nevyhodou je, Ze mize byt negativni v prvnich mésicich infekce,
zdroven ale vykazuje pozitivitu u aktivnich CL a MCL. Tento test se pouzivd predevsim
v epidemiologickych studiich. Goto, Lindoso (2010) uvadi, Ze neni vhodné tento test pouZivat
v endemickych zemich, protoze nerozliSuje mezi probihajici a jiz probéhlou infekci, ale mize
byt uZite¢ny v diagnostice leishmanidzy u cestovatelll, ktefi se vratili z endemickych zemi.
Méné vyuzivanou metodou diagnostiky koZnich leishmanidz jsou sérologické testy (ELISA, IFA),
které detekuji vytvorené protilatky proti Leishmania sp. U CL pisobené druhy Starého svéta
vykazuji sérologické testy nizkou sensitivitu a zkfizenou reakci s jinymi infekcemi a rutinné se
nepouZzivaji. U MCL jsou dobre pouZitelné z dlvodu intenzivni imunitni odpovédi nakazeného
hostitele (ELISA vykazuje 93,3% sensitivitu) a mohou byt také uzite¢né v monitoringu odpovédi
na léébu MCL. Posledni vyuzitelnou metodou je detekce DNA leishmanii pomoci polymerazové
retézové reakce (PCR) ze vzork( kdze a i z jinych biologickych material(. Tato metoda umoznuje
uréeni druhu a je vysoce sensitivni (98 — 100 %) a specifickd (100 %). Vhodné je vyuZivat
metodu kvantitativni PCR (qPCR), ktera umoznuje kromé detekce i kvantifikaci parazitd
v odebraném materialu a je méné nachylna ke kontaminacim nez konvenéni PCR (Faber et al.,
2002; Goto, Lindoso, 2010; Mansueto et al., 2014).

V endemickych zemich je ¢asto diagndza stanovena podle klinickych ptiznakd a pokud
je to mozné i mikroskopickym vysetfeni vzorkd z lézi k potvrzeni infekce Leishmania sp..
Vysetfeni klinickych vzorkd pomoci sofistikovanéjsich metod je vyuZivdno pouze
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v neendemickych zemich (Reithinger et al., 2007). Vzhledem k tomu, Ze 1écba je toxickd a ma
mnoho vedlejSich nezadoucich ucinkd, je laboratorni potvrzeni nakazy Zadouci (Handler et al.,
2015).

Lokalizované léze zpUsobené druhy Starého svéta se vétSinou neléci, protoze ke zhojeni
dojde obvykle v priibéhu nékolika mésict. Muze viak byt zahajena v pfipadé urychleni zhojeni
léze, redukci jizvy a jako prevence diseminace a relapsu onemocnéni (Murray et al., 2005).
Vhodna je systémova lécba pfi viceCetnych a velkych 1ézi nad 4 cm, vyskytu v blizkosti kloubU
a u imunosuprimovanych osob. Dale u leishmanidz zplsobenych predevsim L. (V.) braziliensis
kvlli moZnosti propuknuti mukokutanni formy onemocnéni a u osob trpici post kala azar
kutanni leishmaniézou (PKDL) (Handler et al., 2015). Lécba je dostupna od zacatku 20. stoleti
a lécivo tak zvané prvni volby je nejdéle pouzivany pétimocny antimon dostupny ve dvou
formadch, jehoz mechanismus Uc¢inku neni presné znam, ale ovliviiuje glykolyzu a aktivitu
mastnych kyselin v procesu oxidativni fosforylace. Ddle Amphotericin B ve ¢tyfech formdach,
pUsobici na ergosterol vbunééné membrané leishmanii a zvysujici jeji permeabilitu a
Pentamidine, ktery plsobi na DNA syntézu leishmanii. Liposomalni Amphotericin B je pouzivan
predevsim ve vyspélych zemich a v zemich s rezistenci na pétimocny antimon (severovychodni
Indie). DalSimi pouZzitelnymi léCivy jsou Miltefosine, Paromomycin aj. (Balafia - Fouce et al.,
1998; Goto, Lindoso, 2010). Pacienti po vyléceni infekce ziskavaji imunitu proti onemocnéni na

nékolik let (Ashford, 2000).

2.1.2 Zoonoticka kutanni leishmaniéza (ZCL)

Dle Ashford (2000) jsou vSechny leishmanidzy u ¢lovéka zoonotického plvodu. Dle
stejného autora i ty druhy leishmanii, které dnes koluji pfevazné jen mezi lidmi, méli plivodné
zviteci rezervoar. Postupné se ale prizplsobily pouze na kolobéh mezi lidmi bez potreby
zvifeciho rezervoarového hostitele a ten z jejich kolobéhu vymizel.

Vétsina rezervoarovych zvirat (zdroj infekce) patfi mezi hlodavce nebo psovité Selmy
(Faber et al., 2002). Dale mohou v Zivotnim cyklu figurovat rlizna jina divoka a domdci zvirata
nebo je rezervoarovym hostitelem pouze clovék (antropondza) (Kamhawi, 2006). Jako
antropondzy jsou tradi¢né uvadény infekce L. tropica, plivodce kutanni formy leishmaniézy a
L. donovani donovani, plvodce visceralni formy onemocnéni (Reithinger et al., 2007). OvSem
i u obou téchto druhl se dnes jiz uznava zapojeni rezervoarovych zvirecich hostitel( alespon v
nékterych oblastech jejich vyskytu (Yaghoobi — Ershadi et al., 2002; Svobodova et al., 2003;
Svobodova et al., 2006, Kassahun et al. 2015).
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Dynamika onemocnéni je Uzce spjata srozSifenim rezervoarovych hostiteld a
abundanci vektor(i, mezi kterymi infekce koluje a ¢lovék se stava jen ndhodnym hostitelem, pfi
proniknuti do mist s vyskytem zoonotického cyklu (Chaves, Pascual, 2006). Casnym varovanim
zaloZzenym na sledovani klimatickych dat, vegetacniho pokryvu, dynamiky populace hlodavci,
mapovanim pripadd aj. Ize predikovat a predchazet epidemiim ZCL (Desjeux, 2004). Pocty
pfipad( v endemickych oblastech ZCL koreluji s teplotou, mnozZstvim srazek, vzdusnou vihkostti,
délkou obdobi destl, rychlosti vétru aj. Napfiklad zvySovani minimaini teploty a vlhkosti
zkracuje inkubacni periodu patogena a rychlost vyvoje vektora a tim dochdzi ke zvySovani
vektorové kapacity a narlistani poctu pfipadd. Naopak pfi pretrvavajicim horku a suchu muze
vektorova kapacita klesat (Bounoua et al., 2013; Al — Jawabreh et al., 2017).

Hlavnim plvodcem ZCL je druh L. major — parazit kolujici mezi flebotomy a norovymi
hlodavci aridnich a savanovych oblasti. Tento druh byl nalezen v severozapadni Indii,
v oblastech od severu Afganistdnu a severovychodniho Irdnu, v poustich Stfedni Asie, mezi
Uralem a Kaspickym mofem, v Saudské Arabii, pres Jordansko a lzrael az po severni Afriku a
v zemich od Senegalu po Sudan, Etiopii a Keriu (Schlein, Jacobson, 1996). V zemich subsaharské
Afriky dochazi k nardstu poctu zaznamenanych pripadd, mimo jiné u lidi sinfekci HIV
(Grammicia, Gradoni, 2005). Prokdzanymi vektory prendsejici nakazu na clovéka jsou P.
papatasi (sever Afriky, Asie, oblast Stfedomot'i), blizce pfibuzny druh P. duboscqi (subsaharska
oblast Afriky) a P. salehi (Indie) (Killick — Kendrick, 1990). Ve Stfedni Asii je u hlodavc( ¢asta
koinfekce L. major s dalSimi druhy leishmanii, L. turanica a L. gerbilli. Strelkova (1996)
nepovazuje tyto druhy za patogenni pro Clovéka. Akhavan et al. (2010a) uvadi, Ze by
epidemiologie a pfenos druhu L. turanica méli byt presto sledovany, pravé vzhledem k tomu,
Ze infekci L. major u hlodavc( obvykle doprovazi infekce L. turanica.

Pravdépodobnost ndkazy clovéka v endemickych oblastech se zvysSuje napfiklad
v pfipadé deforestaci a s ni souvisejicich zménach jako je sniZujici se biodiverzita savcl, na
kterych mohou sat flebotomové. Ddle pfi vyraznych kultivacich a zdsazich do krajiny, pfi
rdznych zemédélskych pracich. Na druhou stranu i urbanizace a sni spojena vysoka
koncentrace lidi a synantropné Zijicich hlodavcl zvySuje abundanci vektor( a riziko nakazy

(Reithinger et al., 2007).
2.1.3 Epidemiologie kutanni leishmaniozy

Kutdnni leishmanidza je endemickd v 87 zemich svéta, z toho 20 zemi patfi do oblasti

Nového svét (Stfedni a Jizni Amerika) a 67 zemi do oblasti Starého svéta (Evropa, Afrika, Stredni
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vychod, Stéedni Asie a Indicky subkontinent) (WHO, 2014) (Obrazek 3). Leishmaniodza je
onemocnéni dynamické, protoZe okolnosti prenosu se kontinudlné méni v zavislosti na
faktorech environmentdlnich a demografickych a v zavislosti na lidském chovani (Gramiccia,
2011). Uzndvany jsou dvé epidemiologické verze pfenosu: zoonoticka, kterd zahrnuje zvifeci
rezervoadr v Zivotnim cyklu a antroponotickd, kde je ¢lovék hlavnim zdrojem infekce pro
hmyziho vektora (Seaman et al., 1996).

Devadesat procent pripadl kozni leishmanidzy se vyskytuje v Afganistanu, Pakistanu,
Syrii, Saudské Arabii, Isldmské republice Iran, Alzirsku, Brazilii a Peru (Murray et al., 2005). Alvar
et al. (2012) k témto zemim jesté pridava Etiopii, Jizni Sudan, Kolumbii a Kostariku. WHO (2016)
udava aktualné vysokou incidenci ve 12 statech svéta (nejvyssi v Syrské arabské republice) z
dat, které byly sbirdny vroce 2014. Data z mnoha zemi, predevsim ze zemivychodni a
subsaharské Afriky nejsou vibec zndma nebo jsou vyznamné podhodnocena. Napfiklad pocet
zaznamenanych pfipadul ve vychodni Africe je 50 a odhadovana skutecnd rocni incidence je
90 500 poctu pripadd (Alvar et al., 2012; WHO, 2016). Vyrazné jsou i rozdily mezi celosvétové
zaznamenanymi pfipady a odhadovanou skutecnou rocni incidenci onemocnéni, konkrétné
214 036 zaznamenanych pripadl za rok proti 1 213 300 realné odhadovanych pocti pripadi
(Alvar et al., 2012). V nékterych endemickych oblastech ani neprobihd sledovani nemoci a
ziskadvani informaci o ni (surveillance) (le Fichoux et al., 1999). WHO (2014) odhaduje 500 000
— 1000 000 novych pfipadd rocné, ale pouze 19 — 37 % pfipadl je zachyceno zdravotnim
systémem.

Leishmanidza je onemocnéni predevsim v rozvojovych zemich, a to hlavné u lidi
tdborech, u obyvatel zasazenych valkou a mezi vysidlenymi obyvateli (Herwaldt, 1999; WHO,
2014). Chudoba je asociovana s ekologickymi faktory, které zvysuji riziko nakazy, jako je
napfiklad Spatny stav obydli (popraskané hlinéné domy s vlhkymi podlahami), ve kterych se
pres den zdrzuji flebotomové a po setméni maji volny pfistup k sani na hostiteli, dale spani bez
moskytiér, venku a na zemi. Riziko nakazy dale zvysuji ekonomické migrace za praci do oblasti,
kde se imunologicky naivni hostitel setkava s nakazenymi flebotomy. Chudoba je dale spojena
s dalSimi infekénimi chorobami, nizkou Urovni hygieny a vyZivy, coz ma za nasledek snizenou
odolnost a zvysujici se pravdépodobnost klinicky se manifestujictho onemocnéni. DalSim
dilezitym faktorem je nedostupnost zdravotni péce a opozdénd moznost |écby, ktera je

finanéné naroc¢na a pro chudé obyvatele endemickych zemi nedostupna (Alvar et al., 2006).
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V endemickych zemich je ¢asty chov domacich zvitat, dobytka aj. v blizkosti ¢lovéka.
Souvislost mezi rizikem ndkazy a chovem hospodarskych zvifat je pomérné nejasny. Dle Kaabi,
Ben — hadj Ahmed (2013) ma dva opacné efekty — riziko bud mdze zvySovat z dlivodu vyssi
abundance a preZivani vektor(, ale také sniZovat, protoZe dochazi k proporciondlnimu snizeni
sani na lidskych hostitelich. V epidemiologickém modelu ZCL mohou hospodafska zvirata
slouzit jako tak zvany konecny hostitel (,dead — end — host“): hlodavec jako hlavni rezervoar
infekce, flebotom jako vektor a domdci zvite, z kterého se nakaza dal neprenasi. Clovék zde pak
slouzi jen jako ndhodny nebo pfileZitostny hostitel. Bern et al. (2000) uvadi, Ze pfitomnost
domadcich zvifat neni asociovdna s vyssim rizikem nakazy. Pritomnost nékterych druhl zvifat
muze mit dokonce silné protektivni Ucinek, tzv. zooprofylakticky efekt. Bern et al. (2000) uvadi
skot a Alexander et al. (2002) dribez. Vyjimkou mezi domacimi zviraty jsou psi, ktefi jsou
obecné uznavanymi rezervoary nékolika druhl leishmanii (L. infantum, aj.) (Dantas — Torres,

2007).

Obrazek 3: Geografické rozsiteni kutanni leishmanidzy (prevzato z Gramiccia, Gradoni, 2007)

2.2 Rezervoarovi hostitelé leishmanioz

Leishmanidzy jsou skupinou onemocnéni, kde klicovou roli v epidemiologii hraji
prakticky vidy divoké druhy savci z rdznych rada (Shaw, 1988).

Rezervodr infekce je obecné popisovan jako ekologicky systém, v kterém trvale preziva
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infekéni agens. U onemocnéni prenasenych hmyzem, jako je leishmanidza, se tento systém
skladd zvektora a rezervoarového hostitele. V rezervoarovém hostiteli (RH) infekce
dlouhodobé perzistuje a to umozniuje dlouhodoby pfenos infekce. V ptipadé, Ze je ndkaza
pfenosna na ¢lovéka, je nazyvana zoondza. Vétsina leishmanidz patfi mezi zoondzy (Ashford,
1996).

RH muzZe byt primarni nebo sekundarni. Primarni RH dlouhodobé udriuje kolobéh
parazita v ekosystému. Sekundarni RH je také zdrojem infekce pro vektory, ale neni samostatné
schopen dlouhodobé udrzet biologicky cyklus parazita. Sekundarni RH mlze ovSem slouzit jako
spojeni mezi primarnim rezervodrem a nahodnym hostitelem. Nahodny hostitel pak neslouzi
dlouhodobé jako zdroj infekce, ackoliv mlze byt infekéni pro vektora (Chaves et al., 2007).

Shaw (1988) uvadi na prikladu RH viscerdlni leishmanidzy, co je primarni a sekundarni
rezervoar. Primarnim RH jsou divoké psovité Selmy, napfriklad lisky a sekundarnim RH pes
domdci, ktery se nakazi od infikovanych flebotoma. NakaZeni domaci psi se pak stavaji zdrojem
infekce pro peridomestické druhy flebotomd, které nakazu prendseji na dalsi psy a nahodné
hostitele (zvirata, lidi).

Haydon et al. (2002) RH nerozdéluje na primarni a sekundarni, ale jako rezervoar uvadi
jakykoliv druh schopny pfenosu patogena, bez zavislosti na tom, jak dlouho je tento hostitel
schopny udrzet kolobéh v ohnisku nakazy.

Silva et al. (2005) udava nékolik kritérii, které by mél spliiovat infikovany hostitel, aby
mohl byt povazovan za primarniho RH:

= vyskyt vektora a hostitele se musi prekryvat, ¢astad je specialni zavislost vektora na
mikrohabitatu vytvareném hostitelem.

= izoldt ziskany z RH se shoduje s izolatem ziskanym z ¢lovéka.

= mnozstvi parazita v kizi nebo v krvi RH je vysoké natolik, aby doslo ke snadné ndkaze
vektora.

= prevalence infekce v populaci rezervodru je znacna (vyssinez 20 % ).

= doba prezivani parazita v RH je dostate¢né dlouhd natolik, aby doslo k vyvoji do
infekénich stadii parazita a infekci vektor( (toto kritérium musi byt vZdy splnéno).

Ashford (1996) uvadi, Ze RH musi byt v oblasti hojny, dale musi tvorit velkou ¢ast
biomasy na daném uUzemi (Casty je Zivot v koloniich ¢i skupinach), mél by byt relativné
dlouhovéky, aby zajistil pretrvani infekce v obdobi, kdy k pfenosu nedochazi. Zaroven parazit

neni zpravidla pro RH vyrazné patogenni a nezplsobuje mu akutni onemocnéni.

19



Mnoho druhl obratlovcl mlze byt po sani infikovanych flebotomd nakazeno a muze
dojit i k vytvoreni léze, které jsou dale infekéni pro flebotomy. Z téchto jedincl Ize pak ziskavat
izolaty, ale neznamena to, Ze druh, z kterého je izolat ziskdn je zaroveri rezervoarem. Casto je
jen ndhodnym hostitelem a vyznam v kolobéhu a pfenosu infekce je ve vétsiné pripad(
nezndmy. Jako RH nékterého druhu Leishmania sp. je znamo a opravdu potvrzeno jen pomérné
malo druh( Zivocich( a nékteré druhy savcl mohou slouZit jako rezervodr pro vice druh(
leishmanii (Ashford, 1996). Potvrzeni néjakého druhu jako RH je slozité a vyzaduje jak terénni,
tak laboratorni vyzkum, aby mohla byt vytvorena komplexni sit dikazU, ktera objasni vSechny
¢lanky podilejici se na zZivotnim cyklu leishmanii v dané oblasti (shrnuto v Roque, Jansen, 2014).
Napfiklad Reithinger a Davies (1999) shrnuiji, Ze bylo publikovano vice nez 90 studii o psech
nakazenych kozni leishmanidzou v Jizni Americe, ale neexistuji témér zddnda data o tom, zda
tito psi byli infekéni pro flebotomy nebo zda maji epidemiologicky vyznam v pfenosu a jsou
rizikem pro dalsi hostitele. Néktefi nakaZzeni hostitelé vykazuji jen sérologickou pozitivitu bez
pfimého nalezu parazita, coZ vypovida o tom, Ze se setkali s leishmaniovou infekci, ale nutné
to neznamena, Ze hraji néjakou dulezitou roli v pfenosu onemocnéni (Roque, Jansen, 2014).

Hlavni ohniska zoonotické leishmanidzy jsou v Africe, Asii a mnoha zemich lJizni
Ameriky. V endemickych zemich Starého svéta jsou hlavnimi plivodci zoonotické leishmandzy
L. major, L. aethiopica a L. donovani infantum. V tabulce 1 jsou vypsany konkrétni druhy savcu,
u kterych byla v pfirodé nalezena infekce témito leishmaniemi Starého svéta.

Nakazy L. tropica jsou obecné uvadény jako antropondzy, ale v nékterych oblastech
mohou hrat roli damani (Svobodova et al., 2006), hlodavci (Svobodova et al., 2003; Kassahun
et al., 2015), psi (Yaghoobi — Ershadi et al., 2000) a jiné psovité Selmy (Talmi — Frank et al.,
2010), netopyfi (Kassahun et al., 2015). Stejné tak L. donovani donovani (blizce pfibuzna L.
donovani infantum, kterd je zoondzou) byla detekovdna v nékolika druzich zvifat
v endemickych oblastech severni, severozapadni a jihozdpadni Etiopie, v Sudanu, v Keni
(Ashford, 2000; Hailu et al., 2006). Ve vychodni Africe byly v 60. letech izolovany leishmanie
z nékolika druhu zvitat, naptiklad z A. niloticus a pozdéji byly izolaty identifikovany jako L.
donovani (Ashford, 2000). Studie Kassahun et al. (2015) uvadi ndlezy infekci L. donovani u
divokych druhl hlodavc( v Etiopii, mimo jiné u hlodavcl rodu Arvicanthis.

V Novém svété byly leishmaniové infekce zaznamendny u hostiteld zradu:
Didelphimorphia (vacice), Pilosa (lenochodi, mravenecnici), Cingulata (pasovci), Rodentia

(hlodavci), Carnivora (Selmy), Primates (primati), Chiroptera (letouni), Perissodactyla
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(lichokopytnici) (Ashford, 1996; Roque, Jansen, 2014).

Jsou znamy i druhy Leishmania sp., které byli nalezeny u zvifecich hostitell, ale ne u
Clovéka. Naptiklad druhy: L. gerbilli, L. turanica, L. arabica u hlodavcl Starého svéta (Ashford,
2000) nebo L. equatoriensis u stromovych savcl v Ekvadoru (Grimaldi et al., 1992) a L.

macropodum u klokanG Macropus rufus (Rose et al., 2004).
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druh Leishmania sp.

rad

druh

L. major

Rodentia (hlodavci)

Xerus rutilus (veverka Silu)

Gerbillus pyramidum (piskomil egyptsky), Gerbillus sp.

Tatera gambiana (piskomil Stétkoocasy)

Tatera indica (piskomil indicky)

Tatera robusta (piskomil vétsi)

Taterillus emini (piskomil maly)

Meriones crassus (piskomil hedvabny)

Meriones hurrinae (piskomil poustni)

Meriones libycus (piskomil rudoocasy)

Meriones shawi (piskomil Shaw(v)

Psammomys obesus (piskomil tlusty)

Rhombomys opimus (piskomil velky)

Arvicanthis niloticus (mys nilska), Arvicanthis sp.

Mastomys erythroleucus (mys guinejska)

Mastomys natalensis (mys mnohobradavkova)

Aethomys kaiseri (krysa Kaiserova)

Nesokia indica (krysa morova)

Erinaceomorpha (hmyzoZravci)

Atelerix algirus (jezek alzirsky)

Paraechinus aethiopicus (jezek pustinny)

Carnivora (Selmy)

Felis silvestris (kocka domaci)

Primates (primati)

Cercopithecus aethiops (kockodan obecny)

L. donovaniinfantum

Rodentia (hlodavci)

Rattus rattus (krysa obecna)

Rattus norvegicus (potkan obecny)

Mus musculus (mys domaci)

Mus spretus (mys stfedozemni)

Apodemus sylvaticus (mysice kifovinna)

Mesocricetus auratus (kfecek zlaty)

Cricetulus migratorius (kiecik Sedy)

Meriones persicus (piskomil persky)

Lagomorpha (zajicovci)

Oryctolagus cuniculus (krélik divoky)

Lepus granatensis (zajic ibersky)

Carnivora (Selmy)

Canis familiaris (pes domaci), Canis sp.

Vulpes vulpes (liska obecnad), Vulpes sp.

Felis silvestris (kocka domaci)

Martes martes (kuna lesni)

Mustela nivalis (lasice kol¢ava)

Meles meles (jezevec lesni)

Genetta genetta (Zenetka teckovanad)

Nyctereutes procyonoides (psik myvalovity)

Lynx pardinus (rys ibersky)

Herpestes ichneumon (promyka ichneumon)

L. aethiopica

Rodentia (hlodavci)

Cricetomys gambianus (krysa obrovska)

Hyracoidea (damani)

Heterohyrax brucei (daman stepni)

Procavia capensis (daman skalni)

Dendrohyrax arboreus (daman stromovy)

Tabulka 1: Prehled potenciondlnich savcich hostitell zoonotickych druhl leishmanii Starého

svéta

(sestaveno z Ashford, 1996; 2000; Grammicia, Gradoni, 2005; 2007; Quinnell, Courtenay, 2009;
Ruiz — Fons et al., 2013 Diaz - Sdez et al., 2014; Tomas — Peréz et al., 2014; Pasa et al., 2015)
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2.2.1 Role hlodavci jako rezervoaru infekce L. major

L. major je Siroce rozsifeny parazit poustnich a savanovych hlodavc(i Starého svéta a
Clovék je jen jeho ndhodnym hostitelem, u kterého zplsobuje koZni leishmanidézu (Schlein,
Jacobson, 1996). Prenos z ¢lovéka na clovéka je velmi nepravdépodobny a rezervoarovy
hostitel je vidy pritomen (Ashford, Bettini, 1987). Tento fakt podporuji i nékteré
experimentalni studie. Schlein a Jacobson (1996) srovnavali vyvoj infekce L. major ve
flebotomech nasatych na krvi riznych hostitell — ¢lovéka, krdlika a Ps. obesus (piskomil tlusty);
rezervoarového hostitele L. major v pfirodé. Lidska krev méla na infekci vyrazné inhibi¢ni efekt
oproti krvi Ps. obesus. Infekce u experimentalné nakazenych flebotom0 lidskou krvi
s promastigoty leishmanii byla 48 % a silna infekce se vyvinula jen u 6,6 % flebotoma. Oproti
tomu ve skupiné nakazZenych z krve Ps. obesus se infikovalo 76,9 % flebotom a silna infekce
se vyvinula u 58,5 %. Pfenosu leishmanii na dalSiho hostitele jsou schopni predevsim
flebotomové se silnou infekci. Dale stejni autofi uvadéji, ze u infekce flebotom( ziskané
z ¢lovéka, je 10 x mensi pravdépodobnost prenosu, nez pokud je infekce ziskana z hlodavciho
rezervoarového hostitele.

Hlodavci predstavuji velkou ¢ast biomasy v endemickych oblastech a maji tak potencial
byt rezervodrovymi hostiteli leishmanii (Navea — Pérez et al., 2015). Hlodavci aridnich a
savanovych oblasti Starého svéta €asto Ziji v norach, které pro flebotomy predstavuji hlavni
misto k odpocinku a vyvoji larev a hlodavci jsou pro né oblibenym zdrojem krve (Abai et al.,
2010). Nory hlodavcl jsou vhodné pro vyvoj flebotomu, protozZe je v nich konstantni teplota,
vlihkost a organicky odpad, kterym se Zivi larvy flebotoma (Ashford, 1996).

V endemickych oblastech jsou hlavnimi rezervoarovymi hostiteli CL pisobené L. major
hlodavci z podceledi Gerbillinae (piskomilové). Jsou to predevsim druhy Rhombomys opimus
ve Stfedni Asii, severnim Afganistanu a Iranu, Meriones hurrianae v Indii a Irdnu, Psammomys
obesus a Meriones crassus v severni Africe a na Stfednim vychodé, Meriones lybicus na
Arabském poloostrové a ve Stiedni Asii (shrnuto v Grammicia, Gradoni, 2005; Akhavan et al.,
2010b). V subsaharské Africe by za RH mohlo byt povaZovano nékolik rod( hlodavci —
Arvicanthis sp. (Muridae, Murinae), Mastomys sp. (Muridae, Murinae), Tatera sp. (Muridae,
Gerbillinae), Xerus sp. (Sciuridae, Xerinae). L. major byla v této oblasti izolovana z druh(: Tatera
robusta, T. gambiana, Arvicanthis niloticus, Mastomys natalensis, M. erythroleucus, Taterillus
emini (Muridae, Gerbillinae), Aethomys kaiseri (Muridae, Murinae) (Heisch et al., 1959; Dedet
et al., 1979; Githure et al., 1986). Nejvice izolatl bylo ziskano z druhu Arvicanthis sp., nej¢astéji
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uvadén A. niloticus, ale taxonomie tohoto rodu je pomérné nejasna. Ashford (1996)
upozoriuje, Ze pti vyzkumu je ¢asto druh, z néhoz je izolat ziskan, zafazen pouze do rodu nebo
Celedi a doporucuje, aby se na vyzkumu rezervoarovych hostitelt podilel i zkuseny zoolog,
ktery dokaze ZivocCichy detailnéji urcit. Populace hlodavcl rodu Arvicanthis vykazuje enormni
vykyvy ve velikosti a v obdobi nizké abundance by v kolobéhu L. major mohly hrat roli hlodavci
rodu Mastomys (Ashford, 1996).

Jednim z dobfe popsanych, stabilnich zoonotickych systémeml je L. major — R. opimus
- P. papatasi ve Stfedni Asii, Afganistanu a Irdnu (Grammicia, Gradoni, 2005). R. opimus je druh
piskomila, ktery Zije v organizovanych spolecenstvich, vytvafi rozsahlé systémy podzemnich
nor, které jsou optimalni pro vyvoj flebotomu Zijicich s hlodavci v izkém kontaktu. Je to druh
dlouhovéky (2,5 — 3 roky), odolny a hojny (Dubrovsky, 1975). Leishmanie mohou byt v jedincich
tohoto druhu v rlznych tkanich prakticky cely jejich Zivot bez ztraty virulence a dostupnosti
pro flebotomy. Zejména jsou infikovany usi, které jsou pro flebotomy dobre dostupné. Jako
denni druh se orientuje zrakem a ma proto mensi a tlustsi usi nez druhy nocni, které se fidi
sluchem a maji usi vétsi a tenci (Abai et al., 2010). Yaghoobi — Ershadi a Javadian (1996)
zaznamenali prevalenci leishmanii v populaci R. opimus ve sledovaném obdobi az 90,5 % a

odchyceni jedinci méli infekci v jednom nebo v obou usich.

2.3 Biologie hlodavctu rodu Arvicanthis

Rod Arvicanthis Lesson, 1842 patfi do radu hlodavci (Rodentia), celedi mysSoviti
(Muridae), podceledi pravé mysi (Murinae). Je velky 9 — 21 cm a ocas dosahuje délky 22 — 32
cm. Obyva africké savany a stepi jizné od Sahary a udoli feky Nil az k oblasti Stredozemniho
more. Tento rod predstavuje velkou ¢ast africké savéi fauny a je Casto popisovan jako
dominantni hlodavec savan a stepi subsaharské Afriky (Volobouev et al., 2002). Hlodavci
tohoto rodu vytvareji kolonie, které obyvaji podzemni nory. Vchody do nor se ¢asto nachazeji
pod kmeny stromu, kefl, skal, termitist a pod povrchy rlznych staveb. Typicka je stavba
korinkd rostlin a jinych prekazek a slouzZi k rychlému uniku pred predatory. Hlodavci rodu
Arvicanthis maji denni aktivitu v ptirodé i v lidské péci. Jsou primarné herbivorni, konzumuiji
traviny, rlizné jiné rostliny, semena a zemédélské plodiny (St. John, 2005). V Etiopii jsou spolu

s hlodavci rodu Mastomys povaZzovani za nejvice rozsifené sklidce na urodé (Bekele et al.,
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2003). V norach Ziji spolecné obé pohlavi. Packer (1983) studoval kolonie A. niloticus v Tanzanii
a uvadi primérny pomér pohlavi 2,6 samic na 3,1 samcu v jedné kolonii. Pozorovany byly vsak
i kolonie s jedinci pouze sam¢iho nebo samiciho pohlavi. RozmnoZovani probiha hlavné v
obdobi destl, protoZe v obdobi sucha maji inhibi¢ni efekt na reprodukéni organy vysoké
teploty, dlouhé dny a omezené zdroje potravy a vody. Samice jsou gravidni primérné 23 dni a
rodi 4 — 12 mladat, prlmérné pét (udaj pro A. niloticus). Massawe et al. (2007) sledoval druh
A. neumanni ve stfedni Tanzanii a udava 4 — 11 nebo 1 — 9 mladat ve vrhu v zavislosti na
lokalité. Primérna doba laktace samic je 21 dni. Bylo pozorovano, Ze z kolonie pak castéji
odchdazeji samci a to ve véku okolo 9 — 11 mésict. Mladata pohlavné dospivaji ve véku 3 — 4
mésicld. Pohlavné dospéli samec ma viditelné sestoupla varlata (Massawe et al., 2007).
Pramérna doba Zivota v lidské pécdi je 2 a vice let (St. John, 2005). Doba Zivota ve volné prirodé
neni pfilis zndma3, ale Packer (1983) uvadi primérné doziti mezi 10,2 az 20 mésici.

Volobouev et al. (2002) uvadi, Ze navzdory tomu, Ze je Arvicanthis velmi hojny a dllezity
z hlediska vyznamu v kolobéhu rGznych infekénich onemocnéni, tak je jeho taxonomie velmi
nejasnd, vcéetné geografického rozsifeni jednotlivych druhl. Mnoho autor(i problematicky
oznacuje vSechny odchycené jedince jako A. niloticus (Bekele et al., 1993). Momentalné jsou
uzndvany tyto druhy: A. abyssinicus, A. blicki, A. nairobae, A. neumanni (Pfiloha 1), A. niloticus
(Ptiloha 2), A. somalicus (Musser a Carleton, 2006; Castiglia et al., 2006). V Etiopii, kde je
pravdépodobné evolucni centrum rodu Arvicanthis (Kingdon, 2005) je uvadén jako nejhojné;si
druh A. dembeensis, A. niloticus, A. abyssinicus (Workeneh et al., 2011; Meheretu et al., 2014).
Na zapadé Afriky je jako typickym druhem savan Senegalu uvadén A. niloticus, vykazujici velkou
abundanci na zac¢atku obdobi destl. Spolecné zde koexistuji s piskomily a jinymi mySovitymi
hlodavci (nej¢astéji rodu Mastomys), a vytvareji na druhy bohaté spolecenstvi (Ba et al., 2012).

A. niloticus je povaZzovan za hostitele Schistosoma mansoni (Duplantier, Sene, 2000),
blech Xenopsylla cheopis prendasejicich bakterie VYersinia pestis, plvodce moru
(Panagiotakopulu, 2004), patogenniho viru ryze (Rice yellow mottle virus) (Sarra, Petters,
2003). V Sudéanu je A. niloticus povaZzovan za rezervoar L. major (El — Hassan, Zijlstra, 2001) a
je o ném uvazovano i jako mozny rezervoar L. donovani donovani ve vychodni Africe (Ashford,
1996). Ashford (2000) uvadi hlodavce rodu Arvicanthis jako moiné rezervoary L. major
v endemickych oblastech subsaharské Afriky.

Druh pouZivany pro tuto praci je A. neumanni Matschie, 1894. Tento druh se jesté déli

na minimalné dva poddruhy a obyvd Uzemi od Etiopie a Somalska, Kefiu po Tanzanii, kde
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nevystupuje nad 1000 metr( nad mofem (IUCN, 2016). Tento druh je velmi hojny v oblasti

stfedni Tanzanie spole¢né s druhem M. natalensis (Massawe et al., 2007).

2.4 Preference rezervoarovych hostitelli krevsajicimi vektory a vliv krve

hostitelt na fekunditu vektoru

Hematofadgni hmyz Casto preferuje urcité skupiny hostitelll, coz ma vliv na kolobéh
vektory prendsenych chorob (Lehane, 2005). Znalost hostitelské preference vektora je proto
nezbytnd pro porozuméni kolobéhu onemocnéni a sledovani role jednotlivych druhd
flebotomU v epidemiologii leishmanidz (Yaghoobi — Ershadi et al., 1995). Vybér hostitele je
ovlivnéno mnoha faktory — od obranného chovani a imunitni odpovédi hostitele, pres dalsi
fyziologické, morfologické, ekologické, geografické faktory, po momentalni rozhodnuti daného
jedince. Vliv na vybér hostitele maji i sezénni zmény ve velikosti populaci, kdy pfi dostate¢ném
mnozstvi preferovanych hostitel dochazi k minimalnimu sani na jinych hostitelich (Lehane,
2005). V neposledni radé je dulezité, Zze vliv na vybér hostitele ma uceni a pamét
hematofagniho hmyzu. Vektofi si vybiraji hostitele i na zdkladé predchozi zkuSenosti s
hostitelem, na kterém jiz uspésné sdli, coZ podporuje adaptaci parazitt (Vinauger et al., 2016).

Krev rdznych hostiteld se lisi svymi vilastnostmi véetné kalorické hodnoty, mnoZstvi
protein( (napf. isoleucinu) a jinych faktor(, které maji vliv na fekunditu vektoru. Také ¢asova a
energeticka narocnost potfebna ke zpracovani krve riznych hostitell se lisi a je to dalsi faktor,
ktery maze vést k preferenci urcitého hostitele. Krvinky jsou v zazivacim traktu krevsajiciho
hmyzu rozrusovany mechanicky a enzymaticky. Mechanicky rozpad krvinek je napfiklad u
komar( zajistovan kutikularni armaturou cibaria a rozdily v této armature (pocet a morfologie
fad kutikuldrnich zub() koreluji s relativnim rozsahem hemolyzy. Protoze mechanickd
hemolyza je méné casové a energeticky naro¢na nez enzymaticka, komafi mohou byt
selektovani na sani na takovém hostiteli, jehoZ krvinky jsou nejlépe rozruseny danym typem
cibaridlni armatury. Tyto odlisnosti ve fyzikdlnich, chemickych a jinych vlastnostech krve
hostiteld maji vliv na reprodukci a mohou vést k preferenci sani na optimalnim hostitelském
druhu (Colluzi et al., 1982; shrnuto v Lyimo a Ferguson, 2009).

Vybér hostitele v pripadé flebotoma ovliviiuje i fakt, Ze nejsou dobrymi letci. DrZi se
proto v blizkosti svych hostitelll a jsou ¢asto nalézani pfimo v jejich habitatech, typicky

v norach zvifat (Mutinga et al.,, 1990). P. duboscgi, hlavni prenasec¢ kutanni leishmanidzy
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v subsaharské Africe byl napriklad jednim z druhl nejéastéji zachycenych v okoli nor hlodavct
v Keni (Basimike et al., 1992; Ngumbi et al., 1998). Dedet et al. (1980) povazuje hlodavci nory
za hlavni misto vyvoje P. duboscqi v Senegalu. Valenta et al. (2000) uvadi hlodavci nory jako
nejcastéjsi habitat P. duboscqi v Afrotropické oblasti.

Mezi flebotomy jsou druhy sajici preferen¢né na uzSim okruhu hostiteld i druhy
oportunistické. Lu. longipalpis, P. papatasi a dalsi druhy flebotom{, ktefi jsou oportunisticti a
vykazuji jak antropofilni, tak zoofilni chovani, predstavuji také nejvétsi riziko v pfenosu
leishmanidz. Harre et al. (2001) porovnaval Uspésnost reprodukce u P. papatasi po nasati krve
osmi rliznych hostitell pfes kufeci membranu a nepozoroval vyznamné rozdily v mortalité ani
fekundité samic nasatych na lidské krvi v porovnani s krvi rznych zvifat. Ve studii Macedo —
Silva et al. (2014) byl studovan vliv krve z rGznych hostitell na vyvojovy cyklus a fekunditu
flebotomd druhu Lu. longipalpis (vektor L. infantum v Jizni Americe). Pro experimenty byly
vyuzivana anestezovana zvirata (dva druhy morcat, ki, dva druhy vacic, kosman, kocka, pes,
kur, kifecek) a krev z ¢lovéka. Flebotomové ochotné sali na vSech druzich kromé kocky, ale
samice, které saly na vacici Monodelphis domestica, nevykladly Zadna vajicka. Po nasati na
ostatnich druzich se flebotomové dale dobre vyvijeli, predevsim po nasati na krvi lidské a krvi
morcat, koné, psa a kura, ale liSili se v poc¢tu vykladenych vajec a v poctu dni vyvoje od vajicka
do dospélce. Flebotomové nasati na psovi, ktery je obecné uzndvan spolecné s jinymi
psovitymi Selmami jako rezervoarovy hostitel L. infantum, neméli nejvétsi pocet vykladenych
vajec a ani nejkratsi Zivotni cyklus.

Vybér hostitele, mortalitu po sani a fekunditu v laboratornich podminkach testovala
Sadlova et al. (2003) u druhu P. halapensis. V preferencnich pokusech byl porovnavan ¢lovék,
krysa obecna (Rattus rattus) a kralik (Oryctolagus cuniculus). Clovék byl preferovan pred
kralikem i krysou a vybér hostitele nemél vyrazny efekt na mortalitu po sani ani na fekunditu
flebotoma.

V laboratornich podminkach je kromé hostitelské preference a fekundity sledovan i
napriklad ¢as potrebny k plnému nasati samic flebotom(. Chagas et al. (2007) takto testovali
kolonii jihoamerického druhu Lu. cruzi, coz je jeden z druh( prendsejici VL v Brazilii. Chagas et
al. (2007) ve studii sledovali i miru nasati samic, protoze mira nasati ovliviiuje, kolik oocytl
dozraje a nasledné kolik je samici vykladeno vajicek (fekundita) (Ready, 1979).

V pfirodnich podminkach je jednou z cest, jak mapovat, zda je néjaky zdroj krve

preferovan, identifikace zdroji krve z odchycenych samic flebotom( pomoci molekularnich
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nebo sérologickych metod. Preferované zdroje mohou poskytnout informace o moznych
rezervodrovych hostitelich nebo oblibenych zdrojich krve (Haouas et al., 2007; Abassi et al.,
2009, Burniston et al., 2010).

Casté jsou i experimentélni preferenéni terénni studie. U jihoamerického druhu Lu.
whitmani, hlavniho prenasece kutanni leishmanidzy v Brazilii, testovali antropofilni chovani
Cambell — Lendrum et al. (1999) a uvadéji vyraznou preferenci ¢lovéka jako hostitele oproti
jinym druhdm. Mutinga et al. (1986) testoval hostitelskou preferenci Sesti druhi zvirat pro
razné druhy flebotom{ v Keni pomoci pasti, ve kterych byla tato zvifata umisténa. Jednim
z druht vyskytujici se v této oblasti (Marigat, Kena) je P. duboscqi, ktery je zde povaZzovan za
vektora L. major (Mutinga a Kaddu, 1983). P. duboscqi nejvice preferoval kura domaciho,
nasledné , divokou krysu“ (autor neuvadi druh), kozu, psa a promyku. Atraktivita , divoké krysy“
pro tento druh nasvédcuje tomu, Ze je zapojen v pfenosu L. major mezi hlodavci (Mutinga et
al., 1986).

Hassan et al. (2009) porovnaval hostitelskou atraktivitu moznych rezervoarovych
hostitel( L. donovani pro P. orientalis v Sudanu. Preferenci sani prenasece VL P. orientalis
testoval na psovi (Canis familiaris), promyce ichneumon (Herpestes ichneumon), Zenetce
teckované (Genetta genetta) a mysi nilské (Arvicanthis niloticus). Vyrazné nejvice ptitahoval P.
orientalis pes, druhé preferované zvite byla promyka, kterd je potencionalnimi rezervoar
leishmanii v sylvatickych cyklech vychodni Afriky (Elnaiem et al., 2001). Mys nilskd mohla byt
oproti ostatnim druhlm znevyhodnéna velikosti téla, protoze mnohem vétsi zvirata pfrilakaji
vice flebotomu. Hassan et al. (2009) ovsem uvadi, Ze kdyz byla velikost téla zohlednéna, tak se
neukdzala zadna korelace s mnozstvim flebotomu, které mys nilska ptritahovala (P = 0.074).

Se stejnym druhem prenasece pracoval v Sudanu Quate (1964). Tato studie byla
zamérena na hostitelskou preferenci malych druht zvifat. Mezi testovanymi zvifaty byl i druh
M. natalensis ismailiae a A. niloticus. Zatimco na Mastomys sp. se nenasal zadny ze 180
flebotomd, na Arvicanthis sp. sadlo 14 % z celkovych 57 jedincl. V dalSich endemickych
oblastech VL (severni Etiopie) byl flebotomy druhu P. orientalis preferovani z domacich zvirat
skot a osli oproti jinym domacim zvifatim, v€etné psa. Tretim nejvice preferovanym hostitelem
byl ¢lovék. V dalSim experimentu byla sledovana preference divokych druhl zvifat a nejvice

preferovan byl druh Xerus rutilus (veverka Silu) (Gebresilassie et al., 2015).
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2.5 Xenodiagnostika

Xenodiagnostika je laboratorni metoda, kterd se vyuZiva k detekci a izolaci patogenu
z krve ¢lovéka a zvifat pomoci ptirozeného prenasece, ktery slouzi jako biologické médium.
Metoda byla vyvinuta v roce 1914 francouzskym parazitologem A. J. E. Brumptem, pGvodné
k detekci Trypanosoma cruzi v krvi nakazenych jedincli pomoci laboratorné chovanych nymf
plostic podceledi Triatominae, vektorll Chagasovy choroby (Schenone, 1999, Guarga et al.,
2000).

Dnes se k detekci patogent v krvi vyuZiva jinych metod, predevsim sérologickych a
molekuldrnich. Xenodiagnostika nasla uplatnéni predevsim ve vyzkumu, kde slouZi k testovani
infektivity rGznych hostitelll pro vektory a jejich vyznamu v epidemiologii onemocnéni.
Pfevdind vétSina studii je délana na domadcich psech v endemickych zemich L. infantum
(Molina et al., 1994; Travi et al., 2001; Courtenay et al., 2002; Michalsky et al., 2007) a mensi
¢ast na jinych druzich zvitat, v€etné ¢lovéka (shrnuto v Quinnell, Courtenay, 2009).

Pouziti xenodiagnostiky a testovani moznych rezervoarovych hostitelli flebotoma
v laboratornich podminkach je zavislé na uspéSném chovu flebotom(. Z nékolika stovek
znamych druh( flebotom( se podafilo kolonizovat jen nékteré a jen omezené mnozstvi druhf
se dafi chovat v dostatecném mnoZstvi pro experimentalni praci (Volf, Volfova, 2011).

Molina et al. (2012) potvrdili pomoci xenodiagnostiky infekénost divokych zajicl Lepus
granatensis nakazené L. infantum pro flebotomy P. perniciosus v ohnisku ndkazy v jihozdpadni
oblasti Madridu. Jiménez et al. (2014) ve stejné oblasti testovala divoké kraliky (Oryctolagus
cuniculus) nakazené L. infantum pomoci xenodiagnostiky a potvrdili jejich roli v kolobéhu
onemocnéni. Alexander et al. (1998) testoval ¢tyfi druhy savci odchycenych na kdvovych
plantazich v Kolumbii infikovanych L. (V.) braziliensis. V jejich pokusech naopak Zadna z 268
vySetfovanych samic flebotom( ze stejné oblasti (Lu. youngi, Lu. colombiana) 3 — 5 dni po sani
nebyla nakazena, prestoze saly na PCR pozitivnich jedincich.

Xenodiagnostické pokusy s kiec¢ky (Mesocricetus auratus) experimentalné nakazenymi
L. tropica provadéli Hanafi et al. (2013). Jako vektor byl pouZit P. duboscqi. Flebotomové byli
nakazeni dvéma zpUsoby — pfes membranu a sanim na kozni |ézi nakazeného krecka. Samicim
flebotomU z obou skupin bylo nékolik dni po sdani umoznéno sani na naivnich kieccich. U
Zzadného z téchto pokusnych zvirat se nevyvinula léze, ale L. tropica byla detekovdana pomoci
gPCR ve tkanich. OvSem pouze u jedincl, na kterych sali flebotomové nakaZeni pres
membranu, prestoze i flebotomové sati na kozni |ézi byli infikovani. L. tropica byla detekovéna
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v jatrech, slezing, krvi a kostni dfeni. Na téchto pokusech je také zajimavé, Zze P. duboscqi
pochazejici z Keni se nakazil a ptenesl infekci L. tropica z Turecka izolovanou z ¢lovéka.

Infektivitu kife¢kd nakazenych L. major pro P. duboscqi sledoval Lawyer et al. (1990).
Infekce u flebotom( nasatych z nosni |éze kfecka byla zaznamenana u 47 %. Lawyer et al.
(1990) také zaznamenal schopnost nakazeného P. duboscqi L. major z kiecka infikovat 14 dni
po sani laboratorni mys.

Sadlova et al. (2015) zavedla zvifeci laboratorni model pro L. donovani. Pomoci
xenodiagnostickych pokusl testovala infekénost laboratornich mysi kmene BALB/c pro
flebotomy druhu P. orientalis. BALB/c mysi nevykazuji v pribéhu infekce Zadné znamky
onemocnéni, presto jsou infekéni pro flebotomy. Tento model umoZiuje studovat infektivitu L.

donovani bez pouziti lidskych pacientl nakazenych timto parazitem.
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3 Material a metodika

3.1 Slozeni pouzitych roztoku

Anestetikum - 2% xylazin (Rometar; Spofa) + 10% ketamin (Narketan; Vétoquinol) +
sterilni fyziologicky roztok (150 mM NaCl) - intraperitonedlni davkovani

Fyziologicky roztok — 150 mN NaCl Braun

Krevni agar pro kultivaci L. major — pevna slozka Bacto Neopeptone 2 g (BD), Bacto Agar
(BD) 2 g, NaCl 0,6g doplnéno do 100ml H20, sterilizovano autoklavem 20 min, po
zchlazeni ptiddno 25ml sterilni defibrilované krali¢i krve (Bioveta), tekutad slozka
(Overlay) stejné slozeni, ale bez agaru, sterilizovano autoklavem

Navazovaci roztok (karbonat — bikarbonat) - 20 mM Na2CO3 - NaHCO3; pH 9,0- 9,5
PBS - 150 mM NacCl + 3 mM KCl + 8 mM Na2HPO4 x 12 H20 + 1 mM K2HPO4, pH 7,2
Promyvaci roztok — PBS + 0,05% Tween

Redici roztok na po&iténi leishmanii v Biirkerové komdrce - 0,85% NaCl +1%
formaldehyd (CH20)

Substratovy roztok — Mcllwein fosfat-citrat (pH 5,50) + 11 M Na2HPO4 x 12 H20 + 0,5
M kyselina citronovd, tésné pred pouzitim pfidat 5M OPD (orthofenylendiamin) a
0,03% H202

Tekuté médium pro kultivaci L. major — médium M199 (Sigma) + 20% fetalni bovinni
sérum (Gibco, kat. ¢. F9665) + 1% BME vitaminy (Sigma, kat. ¢. B6891) + 0,8% amikin
(Brystol- Myers Squibb, kat. ¢. 1038585A2) + 2% sterilni moc

3.2 Chov flebotomu

Flebotomové pro pokusné ucely jsou chovany ve specialnich mistnostech insektaria.

V chovech by méla byt udrzovana konstantni teplota 24 — 28° C, coz je optimum pro vétsSinu

druhl. Kolonie nasi laboratore jsou chovany v teploté 25 — 26° C. V mistnostech je udrzovana

vysoka vlhkost — 60 — 70% pomoci elektrickych zvih¢ovacd vzduchu. Dospéli flebotomové jsou

chovani v nylonovych sitich natazenych na kovovych konstrukcich a celd konstrukce je vioZzena

do igelitového pytle. V pytli je pomoci navlihéené vaty na plastovém tacku udrzovana optimalni

vlhkost mezi 70 — 90 %. Fotoperioda je nastavena na 14 hodin svétla a 10 hodin tmy. Do sité je

vkladan na Petriho misku kousek vaty s 50% roztokem sachardzy, slouzici jako potrava.

Samicim flebotom( minimalné 3 — 4 dny starym je predkladan zdroj krve — nejcastéji
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laboratorni mysi, kralici a kiecci. Kolonie P. duboscgi pouzivana pro pokusy v této diplomové
praci je udrZzovana sanim na laboratornich mysich kmene BALB/c jednou aZ dvakrat tydné.
Mysim je pred vloZzenim do sité k flebotomUm intraperitonedlné aplikovdno anestetikum
(ketamin s xylazinem), protoZe na anestezovaném zvireti flebotomové |épe saji. Samice pfi sani
preferuji tmu — ta je zajisténa prekrytim sité tmavou latkou nebo snizenim osvétleni
v mistnosti.

Nasaté samice se po defekaci premisti do kelimkd, jejichz stény jsou pokryty tenkou
vrstvou sadry a seshora kryty nylonovou tkaninou a vickem s dirou. V kelimcich dochazi ke
kladeni vajec, obvykle 6 — 10 dni po nasati. P. duboscgi klade obvykle vejce okolo 9. dne po
sani. Kelimky se samicemi jsou umistény do vétSich plastovych beden svikem a se
sterilizovanym vihkym piskem na dné, ktery je pravidelné zvlhéovan. Samice po nakladeni vajec
umiraji a je tfeba je z kelimku pomoci pinzety odstranit. Larvy jsou krmeny specialnim krmivem
z fermentovanych kralic¢ich exkrementl a krmnych pelet. Vyvoj probiha pres ctyfi larvalni
instary a kuklu. Obvykla doba vyvoje v dospélce trva okolo tfi tydnd. Dospélci vyletujici z
kelimk( jsou pravidelné vypousténi do nylonovych siti na kovovych konstrukcich o velikosti 40
x 40 cm nebo 50 x 50 cm.

Kolonie P. duboscqi pouzivand pro tuto diplomovou praci pochazi ze Senegalu a byla

kolonizovéna v roce 1994 (Volf, Volfova, 1991).

3.3 Experimentalni infekce flebotomd
Pro pokusy byl pouzity tfi izolaty druhu L. major
e  MHOMY/IL/80/Friedlin/VI; FVI
e MARV/SN/??/LV 109
e MHOM/SN/??/LV110
Jako pftirozeny prenasec L. major v subsaharské Africe byl vybran druh P. duboscqi (Killick —
Kendrick, 1990).
3.3.1 Kultivace leishmanii
Kultury se uchovavaji v kryobance vtekutém dusiku v zamrazovacich ampulich
CryoTube™ Vials (NUNC) v médiu obsahujici 5-10 % kryokonzervacni latky DMSO (Sigma-
Aldrich). Tyden pred pouzitim se leishmanie vymrazi a prenesou do tekutého média pro

kultivaci Leishmania sp., do plochych kultivacnich zkumavek. Kultivace probiha pfi 23°C. Po péti
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dnech je kultura preockovana do nového média.

Promastigoti pouzivani pro experimentalni infekce flebotom{ musi byt v exponencialni
fazi rlstu (log faze).

3.3.2 Infek¢ni sani flebotom

Infekéni sani flebotom probiha na specidlnich sklenénych krmitkdch pfes membranu
z kurecich klzic¢ek. Kureci khzicky jsou ziskavany z 1 — 3 starych usmrcenych kurat. Pred
pouzitim khzicky na krmitko je tfeba kure zbavit pefi, klizi odsttihat z hibetni a bfisni strany a
2x proplachnout v Petriho misce 70% ethanolem a sterilnim fyziologickym roztokem. Nasledné
zamrazit v — 20°C. Membrana je po rozmrazeni pevné pripevnéna parafilmem na krmitko, tak
aby samice flebotom{ saly na jeji vnéjsi strané.

K infekcim je pouzivana ¢tyri dny stara kultura promastigot L. major v log fazi ristu,
ktera je smichdna s defibrilovanou krali¢i krvi. Krev je pfed pouZitim potfeba tepelné
inaktivovat ve vodni ldzni ohfaté na 56°C po dobu 35 minut. PoZzadovana koncentrace
leishmanii v 1 ml krve je 10® promastigotd, co? je spocitdano pomoci Burkerovy komurky.

Znamy pocet samic flebotom{ je z kolonie premisténo do mensich nylonovych sitek o
velikosti 20 x 20 cm natazenych na kovové konstrukci a viozenych do mensich igelitovych sacka.
Krmitka naplnéna krvi s promastigoty jsou pfipevnéna do drzakd a napojena na vodni lazen
svnéjsi cirkulaci steplotou vody 37°C. Ke krmitkim jsou nasledné pripevnény sitky
s flebotomy pomoci gumicek a kolic¢k (Obrazek 4). Samice saji 1 — 2 hodiny v pfitmi a teploté
26°C. Po ukonceni infekéniho sani se pomoci exhaustoru odstrani nenasaté samice a do siték
jsou umistény misticky s kouskem vaty namoceném v 50% sachardze. Pro zachovani optimalni
vlhkosti uvnitf igelitového sacku je dovnitf vloZzena na Petriho misku vata navlhéend
destilovanou vodou. Sitky s infekénimi flebotomy se umisti do termoboxu s teplotou 26°C. Do
dne pitvy flebotoma je hlidana vlhkost uvnitf igelitovych sackd a trikrat tydné vyménovana
vata napusténa 50% roztokem sachardzy.

Tato metoda umoznuje infikovat flebotomy se znalosti pfesné koncentrace leishmanii
v krvi a poskytuje vysoké procento nakazenych flebotomu — obvykle pres 90 % (Volf, Volfova,

2011).
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Obrazek 4: Infekéni sani flebotoma

3.3.3 Priprava slinnych zlaz

Pro pitvy slinnych Zlaz jsou vhodné minimalné tfi dny staré samice, protoze takto staré
samice jiz maji kompletné vytvoreny proteinovy profil slin (Volf et al., 2000). Slinné Zlazy jsou
pridavany k infekéni davce leishmanii pouzivané k ndkaze hlodavcli. U naivnich hostitelQ
koinokulace slin flebotomU podporuje rozvoj leishmaniové infekce (Titus, Ribeiro, 1988; Volf,
Rohousova, 2006).

Samice se pomoci exhaustoru daji do kelimku s vickem a kelimek je ponechan na ledu,
aby doslo k imobilizaci samic. Pitva probihd pod binokuldrni lupou. Pomoci pinzety a Spejle se
zapichnutou minucii je v kapce fyziologického roztoku na podloznim skle oddélena hlava
flebotoma od téla. Pfi sprdvném oddéleni jsou za hlavou vidét parové slinné zlazy, které se
Spejli s mirné zahnutou minucii oddéli od hlavy a prenesou do mikrozkumavky s fyziologickym
roztokem. Do mikrozkumavky se slinné Zlazy davaji vpoméru 1 slinnd zldza k 1
ul fyziologického roztoku. Slinné Zlazy lze skladovat v — 20°C. Pfed pouZitim k inokulaci je
potreba zlazy tfikrat zmrazit v tekutém dusiku, aby doslo k jejich homogenizaci.

3.3.4 Pitvy stiev infikovanych flebotomt

Samice experimentdlné nakazenych flebotom{ se s rozvinutou zralou infekci leishmanii

se pitvaji mezi 7. a 10. dnem po sani. Samice jsou ze siték pomoci exhaustoru pfesunuty do

kelimku s vickem, ktery je ponoteny v ledové tfisti. Timto zplsobem jsou samice imobilizovany.
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Pitva probiha pod binokularni lupou pomoci pinzety a Spejle, v které je zapichnuta
minucie do tvaru L. V kapce fyziologického roztoku na podloznim skle je nejdfive oddélena
hlava od téla a poté ze zadni ¢asti téla vytazeno stfevo. Pro vytvoreni infekéni davky pro
hlodavce je ze stfeva pouZivana jen thorakalni ¢ast mesenteronu (dochazi zde k akumulaci
metacyklickych promastigottl), ktera je pomoci Spejle s minucii prenasena do mikrozkumavek

s fyziologickym roztokem.

3.4 Chov Arvicanthis neumanni

Chovna zvitrata A. neumanni Matschie, 1894 byla ziskana z prazské zoologické zahrady.
Hlodavci jsou chovany v prostordch uréenych pro chov laboratornich mysi a kfeckd na katedre
parazitologie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy.

Pro chov jsou pouzivané nadoby T3 a T4 (Velaz). Podestylku tvofi bezprasné piliny ve
vrstvé priblizné 5 centimetr(. Pro obohaceni prostredi v chovné nadobé slouzi drevény domek,
drevitd vina a ruli¢ky z papiru. Krmnd davka je tvorena lu¢nim senem, které je zkrmovano ad
libitum a jednou denné podavanou davkou standartni krmné smési pro laboratorni morcata a
kraliky bez antikokcidika (Biopharm). Dlouhodobé zkrmovani standartni krmné smési pro
laboratorni mysi a potkany (ST — 1, Velaz) se neosvédcilo z diivodu nadmérného tucnéni zvirat.
Pro zpestfeni krmné davky je jedenkrat tydné podavana nakrajena zelenina (mrkev, petrzel,
salat) nebo ovoce (jablko). Voda je podavana neomezené pomoci napdjecky. V chovné
mistnosti se udrzuje konstantni teplota 20 - 24 °C a vlhkost 45 - 50 %.

Chovné skupiny tvofi jeden samec a samice. Vrhy jsou o velikosti 1 — 6 kusU. Odstav
mlddat probiha nejdfive 31 dni po narozeni. Odstavena mladata stejného pohlavi jsou obvykle
chovana v poctech od 3 — 8 kusu dle velikosti chovné nadoby.

Pfi chovu i pokusech s hlodavci jsou dodrZzovany podminky stanovené platnymi
legislativnimi predpisy — zdkon ¢. 246/1992 Sb. na ochranu zvitat proti tyrani; vyhlaska ¢.
419/2012 Sb. o ochrané pokusnych zvifat. Chovnd mistnost ma pridélenou akreditaci
Ministerstvem zemédélstvi (C. j.: 13060/2014-MZE-17214, s platnosti do 3. 3. 2019). Chov
Arvicanthis sp. a pokusy na nich byly schvaleny Ministerstvem skolstvi, mladezZe a télovychovy
rozhodnutim &. MSMT-10270/2015-5. Se zvifaty manipuluji jen lidé s platnym Osvédéenim o
odborné zpusobilosti k navrhovani pokust a projektd pokusl podle § 15d odst. 3 zdkona ¢.

246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani, ve znéni pozdéjsich pfedpisu - Katefina Hrnéifova
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¢. osvédcéeni CZ 03041, Jovana Sadlova €. osvédceni CZ 02566.

3.5 Experimentalni infekce hlodavcl

Experimentdini infekci hlodavcl predchazi infekéni sani flebotom( druhu P. duboscgi a
z experimentalné nakazenych flebotomU jsou pak ziskavdna infikovana stfeva L. major. Tato
metoda byla vyuZita, protoZze simuluje redlnou situaci v pfirodé a zaroveri, umoznuje
kontrolovat infekéni davku leishmanii a misto vpichu (Sadlova et al., 2015). Jedna z pokusnych
skupin byla nainfikovana pfimo promastigoty z kultury s pfidanim slinnych zlaz do infekéni
davky.

Infekéni davka pro jedno zvite (A. neumanni) je slozena z 0,5 slinné Zlazy flebotomU a
10 kusU thorakalni ¢asti strev flebotomU infikovanych L. major. Stfeva jsou suspendovéana ve
fyziologickém roztoku a k nim jsou tésné pred inokulaci pfidany homogenizované slinné Zlazy.
Kazdému pokusnému zvifeti je do levého ucha aplikovano intradermalné injekci 5 pl
homogenatu infikovanych stfev a 0,5 ul Zlaz.

Hlodavci jsou pti experimentalni infekci anestezovani intraperitonealnim podanim
ketaminu s xylazinem.

Pfesny pocet leishmanii v infekéni davce pro jedno pokusné zvife je spocitdno pomoci
Burkerovy komlrky a je stanoven pomér metacyklickych forem v infekéni davce na zékladé

morfologickych kritérii z barvenych preparatl Giemsou dle Sadlova et al. (2010).

3.6 Xenodiagnostické pokusy a sledovani infekce L. major

Pro xenodiagnostické pokusy byl vybran vektor druhu P. duboscqi, jako hlavni prenasec
kutanni leishmanidzy v subsaharské oblasti Afriky, zvlasté v Senegalu a Etiopii (Anderson et al.,
2011; Berdjane — Brouk et al., 2012).

Pokusné skupiny hlodavci druhu A. neumanni byly intradermalné nainfikovany do
levého ucha tfemi rlznymi izolaty L. major a poté pravidelné vystavovani sani samic flebotoma
(xenodiagnostika).

V pribéhu celého pokusu byla zvitata pravidelné vazena na elektrické vaze (Priloha 3)

a byl sledovana vnéjsi manifestace onemocnéni — kozni léze.

3.6.1 Pokusna skupina A. neumanni s infekci L. major FVI

Izoldtem FVI bylo nakazeno 14 jedincl samiciho pohlavi. Pokusna zvirata byla rozdélena
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na dvé skupiny. Jedinci z prvni skupiny (6 kust) byli v 2., 5., 10., 15., 20. tydnU Pl anestezovani,
vloZeni do bavinéného pytliku, z kterého bylo vystréeno pouze levé ucho a predloZeni naivnim
samicim P. duboscqi k sani. Sani probihalo se zndmym poctem samic P. duboscgi v malych
sitkach 20 x 20 cm. Tato skupina byla experimentalné nakaZena infekéni davkou pro jedno zvife
35 000 leishmanii s 23% zastoupenim metacyklickych promastigota.

Po nasati samic byli hlodavci uloZeni zpét do chovné nadoby a sitka s flebotomy
uzaviena do igelitového pytliku s navlihéenou vatou na Petriho misce. Do sitky byla vloZena
miska s vatou napusténou roztokem 50% sachardzy, slouzici jako potrava. Do dne pitvy a
vySetfovani stfev na pfitomnost L. major je flebotomim poskytovana stejnd péce jako
flebotomdm v kolonii.

Pitvy stiev probihaly 7 — 11 dn( po sani. Samice byli imobilizovany v kelimku na ledu a
pod binokularni lupou jim bylo na podloznim sklicku vyndano stievo, které bylo prikryto krycim
sklickem a vySetfeno pod svételnym mikroskopem na pfitomnost L. major.

Ve 20. tydnu PI byla pokusnd zvifata usmrcena (predavkovanim anestetika a cervikalni
dislokaci) a jejich tkané — krev, leva uzlina, prava uzlina, levé ucho, pravé ucho, predni packy,
zadni packy, ocas, slezina, jatra pouZity na detekci parazitli L. major pomoci metody gPCR.

Druha skupina - 6 kust nebyla predkladana flebotomdm k sani, ale slouzZila ke sledovani
infekce L. major v pribéhu pokusu. V 10., 15., 20. tydnu PI byla vidy dvé zvifata usmrcena a
jejich tkané pouzity na detekci parazitli L. major pomoci metody gqPCR. Tato skupina byla
experimentalné nakazena infekéni davkou pro jedno zvife 40 000 leishmanii s 19% pomérem
metacyklickych promastigot(.

Dvé pokusnd zvifata slouzila jako ndhradni v pripadé Uhyn( jedincl ve vySe popsanych
skupinach.
3.6.2 Pokusna skupina A. neumanni s infekci L. major LV 109

Izoldtem LV 109 bylo nakazeno 12 jedincl samiciho pohlavi. Infekéni davka pro jedno
pokusné zvife bylo 54 000 leishmanii s 43% pomérem metacyklickych promastigot(. Byly
vytvoreny dvé skupiny, kde prvnich 6 kusl bylo v 5., 10., 15., 20. tydn( Pl anestezovano,
vloZzeno do bavinéného pytliku, z kterého bylo vystréeno pouze levé ucho a predloZzeno naivnim
samicim P. duboscgi k sani (oproti skupiné infikované L. major FVI byl vynechan 2. tyden PI).
Pitvy stfev a jejich vySetfovani na pfitomnost L. major probihaly obvykle 7. — 8. den po sani.

Ve 20. tydnu Pl byla pokusna zvitata usmrcena (pfeddvkovanim anestetika a cervikalni

dislokaci) a jejich tkané — krev, leva uzlina, prava uzlina, levé ucho, pravé ucho, predni packy,
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zadni packy, ocas, slezina, jatra pouzity na detekci parazitl L. major pomoci metody gPCR.
Tato skupina je v dalSim textu oznacena jako A.

Druhd skupina (skupina B) - 6 kusl nebyla pfedkladana flebotomm k sani, ale slouzila
ke sledovani infekce L. major v prabéhu pokusu. V 10., 15.,20. tydnu PI byla vidy dvé zvifata

usmrcena a jejich tkdné pouzity na detekci parazitli L. major pomoci metody qPCR.

3.6.3 Pokusna skupina A. neumanni s infekci L. major LV 110

Izoldtem LV 110 bylo nakazeno 5 jedinct samiciho pohlavi. Infekéni ddvka pro jedno
zvite byla 36 000 leishmanii s 35% pomérem metacyklickych promastigot(i. Pokusna zvirata
bylav5.,10.,15., 20. Pl anestezovana, vloZzena do bavinéného pytliku, z kterého bylo vystréeno
pouze levé ucho a predloZena naivnim samicim P.duboscgi k sani (oproti skupiné infikované L.
major FVI byl vynechan 2. tyden PI). Pitvy stfev a jejich vySetfeni na pfitomnost L. major
probihaly obvykle 7. — 8. den po séni.

V5., 10., 15., a 20. tydnu po nakaze bylo usmrceno (predavkovdnim anestetika a
cervikalni dislokaci) jedno nebo dvé (20. tyden) pokusné zvife po nasati flebotomU a jejich

tkané pouZity na detekci parazitl pomoci metody qPCR.

3.6.4 Pokusna skupina A. neumanni s infekci L. major LV 109 z kultury

Infekéni davka izoldtem LV 109 pro tuto skupinu, kterou tvofily 3 jedinci samiciho
pohlavi, byla vytvorena z promastigotl leishmanii ze stacionarni faze rUstu kultury ve
fyziologickém roztoku.

Kazdému pokusnému zvifeti se do levého ucha aplikovalo intradermalné injekci 5 pl
fyziologického roztoku s 107promastigott z kultury a 0,5 pl homogenatu slinnych Zlaz P.
duboscqi.

Pokusna zvifata byla v 5. a 15. tydnu Pl anestezovana, vloZzena do bavinéného pytliku, z
kterého bylo vystréeno pouze levé ucho a predlozena naivnim samicim P. duboscqi k sani. Pitvy
strev flebotomu a jejich vySetfeni na pritomnost L. major probihaly obvykle 7. — 8. den po sani.

V 15. tydnu Pl byla pokusna zvifata usmrcena (predavkovanim anestetika a cervikalni
dislokaci) a jejich tkané — krev, leva uzlina, prava uzlina, levé ucho, pravé ucho, predni packy,

zadni packy, ocas, slezina, jatra byly pouZity na detekci parazitli L. major pomoci metody gPCR.
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3.7 Sledovani schopnosti L. major dokoncit zivotni cyklus v A. neumanni

Do malé sitky 20 x 20 cm s experimentalné nakazenymi flebotomy druhu P. duboscqi
byl vloZen naivni hlodavec A. neumanni. (v anestezii). Jednotlivi flebotomové byli po nasati
odchytavani pomoci exhaustoru a presunuti nejdrive do kelimku na ledu pro jejich imobilizaci
a pozdéji do mikrozkumavek. Misto sani potenciondlné infekénich flebotomU bylo
zaznamenano.

Mikrozkumavky s flebotomy byly skladovany pfi —20°C a dale pouZity na izolaci DNA a
detekci L. major metodou qPCR.

Po provedeni qPCR bylo zjisténo, kde na téle hlodavce sali nakaZeni flebotomové (usi,
ocas, predni packy apod.). Tento potencionalné nakazeny hlodavec byl vicekrat v rliznych
tydnech Pl predloZen naivnim flebotom(m a ti byli nasledné pitvani a jejich stfevo vySetieno
na pfitomnost L. major. Prednostné byly sani flebotom( vystavovany ty ¢asti téla zvirete, kde
predtim sali nakazeni flebotomové (dle qPCR).

Na konci celého pokusu byli hlodavci usmrceni a tkané pouzity na detekci parazit(
pomoci metody qPCR.

Timto zplsobem byl testovdn cely kolobéh onemocnéni mezi hostitelem a vektorem.
3.8 Testovani preference ruznych druhl hlodavcia flebotomy druhu P.

duboscqi

Pro testovani hostitelské preference P. duboscgi byli pouziti tfi druhy hlodavcl —
laboratorni mysi kmene BALB/c, M. natalensis a A. neumanni. Tyto druhy byly vybrany, protoze
na laboratornich mysich kmene BALB/c je pravidelné sata kolonie P. duboscgi a hlodavci rodu
Mastomys jsou dalSim potencionalné rezervoarovym hostitelem leishmaniéz v subsaharské
Africe stejné jako Arvicanthis (Dedet et al., 1979; Githure et al., 1986).

Pokus probihal ve tfech sitkach (20 x 20 cm) nataZzenych na kovovych konstrukcich, kde
protfedni sitka byla s bo¢nimi propojena pomoci papirovych tunel(l/ priletd o prdméru 7,5 cm
(Obrazek 5).

Pruletové otvory byly zacpany vatou a do prosttedni sitky byly dany samice flebotom(
pomoci exhaustoru a do bocnich siték byli vloZzeni anestezovani hlodavci. Po dvaceti minutach,
které byly samicim flebotom( ponechany k aklimatizaci na prosttedi, byla vata z priletovych
otvorl vyndana a flebotomUm bylo po dobu jedné hodiny umoZnéno vybrat si jednu ze stran

a nasat se na vybraném hlodavci. Po nasati byli jednotlivi flebotomové odchytavani a pfesunuti
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do jiné sité a na konci pokusu spocitani.

Po skonceni pokusu byli hlodavci v boénich sitkach prohozeni a pokus byl zopakovan,
jedné ze stran.

Porovnani probihalo mezi laboratornim druhem mysi kmene BALB/c a divokymi druhy
mysovitych hlodavcl — M. natalensis, A. neumanni a vzajemné mezi témito divokymi druhy.
Podle vahy jedincl divokych druh( hlodavcd byly pouzity 1 — 2 kusy laboratorni mysi kmene
BALB/c, aby hostitelska preference nebyla ovlivnéna velikosti pokusnych zvitat. Preference sani
byla také porovnavdna mezi samici a samcem A. neumanni stejnym zplsobem.

Pokus byl s kazdou kombinaci hlodavcli proveden ctyrikrat (dvakrat pro kaZzdou

kombinaci strany a druhu zvitete) a probihal v teploté 24 — 26 °C v tlumeném osvétleni.

Obrazek 5: Testovani hostitelské preference

3.9 Testovani vlivu krve hostitele na mortalitu a fekunditu samic P.

duboscqi
Pro nasati krve flebotomy byli poufZiti tfi druhy hlodavcli — laboratorni mys kmene
BALB/c, M. natalensis, A. neumanni. Po nasati na anestezovaném hlodavci v malé sitce byly
samice ndasledné spocitany. Ddle s nimi bylo zachazeno jako s flebotomy v kolonii.
Ctvrty den po sani byly spoéitany prezivajici samice a uréena mortalita (%). Tyto samice
byly dale individualné umistény v malych sklenic¢kach, kde uvnitf byl sloZeny filtracni papir a

sklenicka byla z vrchu uzaviena nylonovou tkaninou a plastovym vickem s dirou pro pftistup
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vzduchu (Obrazek 6).

Tyto sklenic¢ky byly umistény v plastové nadobé s vikem a dno bylo pokryto navlihéenym
filtracnim papirem destilovanou vodou. Tyto skleni¢ky byly pravidelné kontrolovany a samice
flebotom v nich zlstaly do vykladeni vajec. Samice byly podporovany v kladeni zvlhéovanim
filtracniho papiru destilovanou vodou uvniti sklenicky pomoci injekéni stfikacky s tenkou

jehlou. Sklenicky, v kterych samice nakladly vajicka byly spocitany a zaroven byli pocitany i

nakladenad vajicka.

Obrazek 6: Stanoveni poctu vykladenych vajec bylo umoznéno individualnim umisténim samic
P. duboscqi do sklenicek s vihkym filtracnim papirem

3.10 lIzolace DNA z tkani A. neumanni a qPCR

DNA byla izolovana z tkani usmrcenych pokusnych zvifat v rlznych tydnech pokusu k
detekci L. major pomoci metody qPCR.
Jednotlivym pokusnym zvifatlim byly do mikrozkumavek odebirany tyto tkané — krev, levd
uzlina, prava uzlina, levé ucho, pravé ucho, predni packy, zadni packy, ocas, jatra, slezina.
Slezina a jatra byly pred prenesenim do mikrozkumavky rozmélnény pres sitko v 500 pl
elu¢niho pufru (Roche). Tkané byly uchovavany pfi — 20°C.
Izolace byla provadéna High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) dle protokolu od
vyrobce. DNA byla eluovana do 200 ul a uchovavana pfi — 20°C.

Zizolované DNA byla stanovovdna pfitomnost a mnozZstvi leishmanii v jednotlivych

tkanich. Metoda gPCR je zaloZena na detekci vznikajiciho amplikonu pomoci metody SYBER
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Green (iQSYBER Green Supermix, Bio-Rad, Hercules, CA) na pfistroji iQ5 real-time PCR
detection systém (Bio-Rad). DNA kinetoplastu leishmanii byla amplifikovana pomoci primer(:
,forward primer” 5 -CTTTTCTGGTCCTCCGGGTAGG-3’, ,,reverse primer” 5'-
CCACCCGGCCCTATTTTACACCAA-3".

Metodu qPCR provadél doc. RNDr. Jan Votypka, Ph. D.

3.11 Testovani tvorby protilatek proti L. major metodou ELISA

Krev byla odebirdna z ocasu jemné nafiznutého Ziletkou anestezovanych mysi do
krevnich kapilar. Odbér probihal v pravidelnych intervalech u skupin nainfikovanych L. major
LV 109, LV 110. Nasledné byla odebrand krev v kapilare zcentrifugovana a ziskané krevni sérum
pro testovani tvorby protilatek bylo ulozeno do mrazaku pfi — 20°C.

Jako antigen byli pouziti promastigoti L. major LV 109, LV 110 ziskané z kultury. Do
jednotlivych jamek mikrotitraéni desticky byl nandsen antigen o objemu 100 ul a koncentraci
4 x 10° bunék/ml. Navazovani antigenu na povrch jamek dochézelo po dobu 2 hodin ve 37 °C.
Nasledné bylo provedeno promyti roztokem PBS Tween k odstranéni nenavdzaného antigenu
a volnd vazebnda mista byla blokovana pomoci mléka (Bio — Rad) (fedéného PBS Tween na 6%
roztok). Inkubace probihala 1 hodinu ve 37 °C. Poté byly jamky opakované promyty roztokem
PBS Tween a nanesena testovana séra rfedénd do 3% mléka v poméru 1:200. Inkubace
probihala 1 hodinu ve 37 °C. Po promyti PBS Tween byl nanesen mysi konjugat (Serotec STAR
120P) fedény v PBS-Tween v poméru 1:1000 a desticka se nechala inkubovat 1 hodinu ve 37
°C. Nasledovalo opakované promyti a vyvolavani reakce pomoci substratového roztoku
s tabletou orthofenylendiaminu (OPD) a peroxidem vodiku (H.0;). Reakce probihala za
snizeného osvétleni a byla zastavena po 5 minutach 10% roztokem kyseliny sirové (H2SOa4).

Kazdy ze vzork( byl testovan v doubletu a jako pozitivni kontrola bylo pouzito krevni
sérum infikované laboratorni mysi kmene BALB/c L. major a jako negativni kontrola
neinfikované krevni sérum BALB/c mysi.

Absorbance byla zméfena na spektrometru pfi vinové délce 492 nm.
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3.12 Statistika

Preference hostiteld, mortalita a fekundita flebotom(O byla testovdna pomoci
Pearsonova chi-kvadrat testl z kontingencnich tabulek. Statistickd vyznamnost rozdilu v poctu
vykladenych vajec flebotomU po sani na rliznych druzich hostiteld byla hodnocena T - testem.

Vsechny statistické analyzy byly délany pomoci statistického programu SPSS verze 23 nebo

programu R (http://cran.r-project.org).
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4 Vysledky

4.1 Xenodiagnostické pokusy a sledovani infekce L. major
Pro tyto pokusy byl nejprve zvolen kmen FVI, isolovany plvodné z lidského pacienta v
Izraeli. Tento kmen je virulentni pro laboratorni mysi a je standardem nejcastéji pouzivanym

pro infekce laboratornich hlodavct ¢i v pokusech in vitro.

4.1.1 A. neumanni s infekci L. major FVI

Z celkového poctu dvanacti samic bylo Sest jedinci pouZito na pribézné sledovani
infektivity pro flebotomy pomoci xenodiagnostiky (skupina A) a u Sesti jedinct byl sledovan
metodou gPCR rozvoj infekce a distribuce L. major do rliznych tkani, flebotomové na téchto
jedincich nesali (skupina B).

Infektivita pro flebotomy byla u jedincl ze skupiny A testovana v 2., 5., 10, 15. a 20.
tydnu Pl. Po 8 — 11 dnech byly nasaté samice pitvany a jejich stfevo vySetfeno na pfitomnost
L. major.

Celkovy pocet vysetfenych samic flebotom( vjednotlivych tydnech Pl je uveden
v tabulce 2. Zadné ze stfev vysetfovanych flebotomil nebylo pozitivni na pfitomnost L. major
(tabulka 2, 3). Po skonéeni 20 tydnu trvajiciho pokusu byla zvifata usmrcena a jejich tkané
testovany na pfritomnost L. major.

Metodou gPCR bylo otestovano 60 vzork( zvifat ze skupiny A (z tydne 20 PI) 60 vzork
zvitat ze skupiny B (2 zvitata v tydnu 10 PI, 2 v tydnu 15 PI, 2 v tydnu 20 P1) a 20 vzorkt od dvou
jedincl, které slouzili jako ndhrada v pfipadé uhynu ve skupiné A, B. Vzorky byly negativni
s vyjimkou jednoho zvitete ze skupiny A, kde byla infekce pfitomna na hranici detekce v levém
uchu, tedy v misté inokulace leishmanii (tabulka 3). Toto pokusné zvife ovsem v 10. tydnu PI
uhynulo a ddle nemohlo byt pomoci xenodiagnostiky testovano.

V pribéhu pokusu nebyla zaznamenana kozni l|éze u Zadného z experimentdlné

nakaZenych zvirat.
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Tyden PI Pocet vysetienych Pocet pozitivnich
samic samic
2 124 0
5 179 0
10 95 0
15 54 0
20 80 0
CELKEM 532 0

Tabulka 2: Celkovy pocet samic P. duboscqi (skupina A) vySetfenych na pritomnost L. major FVI
v jednotlivych tydnech po experimentdlni infekci A. neumanni (Pl)

Oznaceni A. | Tyden Pl | Pocet vySetienych samic | Pocet pozitivnich samic P. Vysledek gPCR
neumanni P. duboscqi duboscqi

PP 30 0
29 0
10 13 0
15 9 0

20 18 0 Negativni
BR 2 20 0
5 24 0
10 20 0
15 13 0

20 13 0 Negativni
0] 2 20 0
5 23 0

10* 8 0 +*% (LUCH) ***

H/Z2**** 2 23 0
5 12 0
10 13 0
15 13 0

20 22 0 Negativni
Z1 2 16 0
47 0
10 15 0
15 8 0

20 15 0 Negativni
BN 15 0
44 0
10 26 0
15 11 0

20 12 0 Negativni

Tabulka 3: Skupina A infikovana L. major FVI: vysledky xenodiagnostickych pokustl a
pritomnost leishmanii ve tkanich A. neumanni (vysledky gPCR)

** _ desitky L. major (na hranici detekce), *** — levé ucho, **** - 10. tyden uhynul jedinec H a byl
nahrazen jedincem Z2, ktery byl dale testovan 10., 15., 20. tyden PI, * Ghyn jedince O 10. tyden PI
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Vzhledem k negativnim vysledklim pokust s kmenem FVI byly pro nasledujici pokusy
ziskany dva subsaharské isolaty L. major. Kmen LV 109 byl isolovdn z A. niloticus, kmen LV 110

z lidského pacienta, oba kmeny pochazeji ze Senegalu.

4.1.2 A. neumanni s infekci L. major LV 109

Také v tomto pfipadé byla na Sesti jedincich (samic) sledovana infektivita pro flebotomy
v pribéhu pokusu (skupina A) a u Sesti jedinc(i (samic) byl sledovan rozvoj infekce s distribuci
leishmanii do rliznych tkdni bez vystaveni flebotomim v priibéhu pokusu (skupina B).

U experimentalné nakazenych jedincli ze skupiny A byla infektivita pro flebotomy
testovanav 5., 10, 15. a 20. tydnu Pl a nasaté samice byly vySetfovany na pfitomnost leishmanii
v den 7 - 8 po sani.

Pocet vysetienych samic P. duboscgi v jednotlivych tydnech PI je uveden v tabulce 4.
V 5. a 10. tydnu PI byli pro flebotomy infekéni dva rizni jedinci A. neumanni. Zaroven levé ucho
obou téchto jedinc( bylo pozitivni na detekci L.major metodou qPCR.

Navic i u dvou jedincll, kteri nebyli v pribéhu pokusu infekéni pro flebotomy, byli
detekovdany leishmanie v levém uchu metodou qPCR (u jednoho z nich byla infekce pfitomna
na hranici detekce). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 5. U obou dvou jedinc(, ktefi byli infekéni
pro flebotomy, byla zaznamendna kozni zména na levém usnim boltci (misto inokulace
leishmanii). Na ucho byly vdaném misté tmavé pigmentace, ale bez viditelného otoku
(Obrazek 7). U ostatnich jedinct nebyla kozni léze ani jiné koZni zmény zaznamenany (Obrazek
8).

Vysledky rozvoje infekce v pribéhu pokusu u skupiny B jsou uvedeny v tabulce 6. Od
10. tydne byla pokusna zvifata postupné usmrcovana a tkané testovany na pritomnost L. major.
V 15. tydnu (T15) a 20. tydnu (T20) po nakaze byla infekce na hranici detekce u jednoho jedince
vlevém uchu (T15) a u druhého vkrvi (T20). U Zadného z infikovanych jedincl nebyla
zaznamenana kozni léze.

U skupiny A i B (12 ks) byla kazdych 5 tydnl Pl odebirdna krev pro testovani tvorby
protilatek metodou ELISA (vysledky jsou uvedeny v kapitole 4.5.).
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Tyden PI Pocet vySetfenych Pocet (%)
samic pozitivnich
samic
5 85 1(1,2 %)
10 287 1(0,3%)
15 78 0
20 148 0
CELKEM 598 2 (0,33 %)

Tabulka 4: Celkovy pocet vySetfenych samic P. duboscqgi na pfitomnost L. major LV 109
v jednotlivych tydnech PI

Oznaceni A. | Tyden Pocet vysetfenych Pocet (%) Vysledek qPCR
neumanni P samic P. duboscqi pozitivnich
samic P.
duboscqi

H 5 17 0

10 47 0

15 15 0

20 32 0 ++* (LUCH)**
0 5 4 0

10 41 0

15 15 0

20 27 0 +*¥** (LUCH)
BR 5 12 0

10 53 0

15 13 0

20 33 0 Negativni
Pz 5 14 0

10 48 0

15 18 0

20 30 0 Negativni
PP 5 23 1(4,3%)

10 44 0

15 15 0

20 26 0 ++ (LUCH)

H2/PZ2**** 5 15 0
10 54 1(1,9%) ++ (LUCH)

Tabulka 5: Skupina A infikovana L. major LV 109: vysledky xenodiagnostickych pokustl a
pritomnost leishmanii ve tkanich A. neumanni (vysledky gPCR) odebranych 20. tyden PI

*** _ desitky L. major (na hranici detekce), * - stovky az tisice L. major, ** — levé ucho,

**%* _10. tyden nebylo mozné anestezovat jedince s oznacenim H2, byl nahrazen jedincem PZ2 —
tento jedinec nasledné v 10. tydnu uhynul
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Oznaceni Tyden PI Vysledek gPCR
A. neumanni
H2 T10 Negativni
BRH T10 Negativni
LP T15 +* (LUCH)**
BR T15 Negativni
Pz T20 Negativni
PP T20 + (krev)

Tabulka 6: Skupina B infikovana L. major LV109: pfitomnost leishmanii ve tkanich A. neumanni
*+ - desitky L. major (na hranici detekce), ** LUCH — levé ucho

Obrazek 7: Vzhled levého ucha (kozni zména) u pokusného jedince PP infekéniho pro
flebotomy 5. tyden PI (A) a jedince PZ2 infekéniho pro flebotomy 10. tyden PI (B)

Obrazek 8: Vzhled usi infikovanych jedincl bez koznich zmén 20 tydna Pl
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4.1.3 A. neumanni s infekci L. major LV 110

Pokusnou skupinu tvofilo Sest samic, na kterych byla v pribéhu 20 tydna trvajiciho
pokusu v pravidelnych intervalech testovana infektivita pro flebotomy. V kazdém tydnu, kdy
probihaly xenodiagnostické pokusy bylo 1 - 2 pokusné zvife usmrceno a tkané byly odebrany
pro sledovani rozvoje infekce metodou gPCR.

Pocet vysetfenych samic flebotom( satych na A. neumanni v jednotlivych tydnech PI
je uveden v tabulce 7. Vysledky xenodiagnostickych pokusu a vysledky gPCR odrdazejici rozvoj
infekce jsou vtabulce 8. Zadné z experimentalné infikovanych zvifat nebylo infekéni pro
flebotomy. Dle qPCR mélo vsak vSech Sest jedincl v levém uchu (misto inokulace leishmanii)
infekci L. major na hranici detekce. U zZddného z infikovanych jedincd nebyla zaznamenana
kozni léze.

U této skupiny byla také kazdych 5 tydn( Pl odebirdna krev pro testovani tvorby

protilatek metodou ELISA (vysledky jsou uvedeny v kapitole 4.5.).

Tyden PI Pocet vySetienych Pocet
samic P. duboscqi pozitivnich
samic
5 143 0
10 177 0
15 105 0
20 17 0
CELKEM 442 0

Tabulka 7: Celkovy pocet vySetfenych samic P. duboscqi na pfitomnost L. major LV 110
v jednotlivych tydnech PI
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Oznaceni mysi | Tyden Pocet vysetienych Pocet Vysledek gPCR
Pl stiev pozitivnich
samic
BR 5 0 - Ghyn +* (LUCH) **
LP 5 30 0
10 25 0 + (LUCH)
PP 5 18 0
10 48 0 + (LUCH)
LZ 5 15 0
10 38 0
15 35 0 + (LUCH)
Pz 5 29 0
10 27 0
15 37 0
20 13 0 + (LUCH)
OBR 5 25 0
10 40 0
15 33 0
20 4 0 + (LUCH)

Tabulka 8: Skupina infikovana L. major LV 110: vysledky xenodiagnostickych pokus( a
pritomnost leishmanii ve tkdnich A. neumanni (vysledky gPCR) odebranych 10., 15., 20. tyden
Pl

* - desitky L. major (na hranici detekce), ** - levé ucho

4.1.4 A. neumanni s infekci L. major LV 109 z kultury

Ve vsech predchozich pokusech byli A. neumanni infikovani inokulaci leishmanii
isolovanych z thorakdlnich mesenteron( flebotom, infekéni davky se pohybovaly mezi 3 -
5x10° leishmanii (cilem bylo napodobit pFirozeny zptsob infekce zvifat). V tomto experimentu
jsme ovérovali, zda vyssi infekéni davka pfi pouZziti promastigot(l ze stacionarni faze kultury
vyvola odlisny priibéh infekce.

Pokusnou skupinu tvofili tfi jedinci, na kterych byla v pribéhu 15 tydn( trvajiciho
pokusu testovana infektivita pro flebotomy pomoci xenodiagnostiky. Flebotomové séli 5. a 15.
tyden Pl a jejich stfeva byla vySetfovana 7 — 8 den po sani. 15. tyden Pl byla pokusna zvirata
usmrcena a tkané testovany metodou gPCR na pfitomnost L. major.

Pocet vySetrenych samic flebotom( satych na A. neumannni v jednotlivych tydnech Pl
je uveden v tabulce 9. V 5. tydnu PI byl jeden pokusny jedinec infekéni pro flebotomy, ale jeho

tkané nebyly pozitivni na gPCR. Jeden z pokusnych jedincl nebyl infekéni pro flebotomy, ale
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vjeho levém uchu byla detekovédna pritomnost infekce L. major. Vysledky jsou uvedeny
v tabulce 10.

U jednoho pokusného jedince, u kterého byla detekovana infekce v levém uchu qPCR,
byla pozorovana kozni zména na usnim boltci (Obrazek 9).

U této skupiny byla odebrana krev pro testovani tvorby protilatek proti L .major pred

infekci a po infekci na konci pokusu (vysledky jsou uvedeny v kapitole 4.5.).

Tyden PI Pocet vysetienych Pocet (%)
stiev pozitivnich
samic
5 98 1(1%)
15 52 0
CELKEM 150 1 (0,7 %)

Tabulka 9: Celkovy pocet vysetienych samic P. duboscgi na ptitomnost L. major LV 109 z kultury
v jednotlivych tydnech po infekci (PI)

Oznaceni mysi | Tyden Pocet vysetienych Pocet Vysledek qPCR
Pl stiev pozitivnich
PP 5 30 0
15 28 0 +* (LUCH) **
PZ 5 36 0
15 0 - dhyn negativni
BR 5 32 1(3,1%)
15 24 0 negativni

Tabulka 10: Skupina infikovana L. major LV 109 z kultury: vysledky xenodiagnostickych
pokusu a pfitomnost leishmanii ve tkanich A. neumanni (vysledky gPCR) odebranych 15.
tyden PI

* - desitky az stovky L. major, ** — levé ucho
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Obrazek 9: Vzhled infikovaného ucha u pokusného zvitete PP pozitivniho na qPCR

4.2 Sledovani schopnosti L. major dokoncit zivotni cyklus v A. neumanni

Po experimentdlni ndkaze flebotom(l a ndsledné defekaci nestravenych zbytk( krve a
vykladeni vajec (13 — 14 dni PI) bylo potencionalné nakazenym flebotom{m umoZnéno sat na
celém téle naivnich jedinct A. neumanni. Nasati flebotomové byli nasledné testovani metodou
gPCR na pfitomnost L. major ve stfevé a v nasledujicich tydnech pokusu byly ty ¢asti téla, kde
sali nakazZeni flebotomové prednostné vystavovany sani naivnich flebotomd.

U pokusnych jedincl A. neumanni byl testovan kolobéh L. major FVI a LV 109. Pro infekci
izolatem L. major FVI bylo pouZito pét jedinch (dva samci, tfi samice). Na jedincich
potencionalné infikovanych L. major FVI sali flebotomové 4., 9., 13. a 19. tyden Pl. Pocet
nakazenych flebotomU dle qPCR, ktefi sali na jednotlivych A. neumanni, je uveden v tabulce
11. Celkovy pocet mikroskopicky vysetfenych flebotom(, ktefi poté sali na potenciadlné
nakaZenych hlodavcich v prab&hu 19 tydn( trvajiciho pokusu je uveden v tabulce 12. Zadné z
478 vysetrenych stfev nebylo pozitivni na pritomnost L. major. V 20. tydnu Pl byla pokusna
zvitata usmrcena a tkané pouzity na detekci parazitl metodou qPCR. V zadné z 50 tkani zvifat
nebyla pritomna dle qPCR infekce L .major.

Pro infekci izoldtem L. major LV 109 byli pouziti dva samci. Pocet nakazenych flebotomu
dle gPCR, které sdli na naivnich A. neumanni, je uveden v tabulce 13. Na jednom z pokusnych
zvirat sali flebotomové 6., 13. a 18. tyden Pl a celkovy pocet mikroskopicky vySetfenych strev
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byl 106. Zadné ze stfev nebylo pozitivni na pfitomnost L. major. Na druhém pokusném zvifeti
sali flebotomové 6., 12., 19. tyden Pl a celkovy pocet mikroskopicky vySetienych stfev byl 102.
Zadné ze stiev nebylo pozitivni na pfitomnost L. major. Ob& pokusna zvifata byla na konci
pokusu usmrcena a tkané pouzity na detekci parazitd metodou qPCR. Zadna z 20 tkani
pokusnych zvifat nebyla pozitivni na L. major. Poet mikroskopicky vySetfenych samic
flebotomu v pribéhu pokusu je uveden v tabulce 14. U téchto dvou jedincl byla po skonceni
pokusu testovana hladina protilatek v krevnim séru (vysledky jsou uvedeny v kapitole 4.5).

U Zadného z nakaZenych jedincl nebyla zaznamenana kozni léze.

Oznaceni A. neumanni | Pocet nakazenych (celkové nasatych)
samic P. duboscqi
samice 1 11(17)
samice 2 6(12)
samice 3 2 (3)
samec 1 9 (13)
samec 2 4(9)

Tabulka 11: Pocet nakaZenych P. duboscqi (testovano qPCR) satych na naivnich A. neumanni

Tyden PI Pocet vySetienych Pocet
samic pozitivnich
174 0
9 72 0
13 103 0
19 129 0
CELKEM 478 0

Tabulka 12: Pocet vySetfenych samic P. duboscgi vysetifenych na pritomnost L. major FVI
v jednotlivych tydnech PI
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Oznaceni A. neumanni | Pocet nakazenych (celkové nasatych)
samic P. duboscqi

samec 3 2(4)

samec 4 14 (14%*)

Tabulka 13: Pocet nakaZenych P. duboscqi (testovano qPCR) satych na naivnich A. neumanni
*z dhvodu Spatného izolacniho kitu na DNA nebylo mozné urcit, ktefi P. duboscqi byli nakazeni,
ale ostatni jedinci z této sitky byli vysetfovani mikroskopicky a byla zde zaznamenano 100 %
nakazenych samic

Oznaceni Tyden PI Pocet Pocet pozitivnich
mysi vysetfenych samic
samic
samec 1 6 53 0
13 25 0
18 28 0
samec 1 6 26 0
12 44 0
19 32 0
CELKEM 208 0

Tabulka 14: Pocet vySetifenych samic P. duboscgi vysetifenych na pritomnost L. major LV 109
v jednotlivych tydnech PI

4.3 Preference riznych druhi hlodavcu flebotomy druhu P. duboscqi

Cilem téchto pokus( bylo ovérit, do jaké miry je A. neumannni atraktivnim hostitelem
pro P. duboscqi, tedy prirozeného prenasece L. major v subsaharské Africe. V preferencnich
pokusech byla porovnavana atraktivita A. neumanni s M. natalensis (dalSi mozny rezervoarovy
hostitel leishmaniéz v subsaharské Africe) a laboratorni mysi kmene BALB/c (na tomto kmeni
je udrzovéana laboratorni kolonie).

Nejprve jsme pokusem, kde P. duboscqi méli na vybér mezi samici a samcem A.
neumanni ovéfili, Ze flebotomové nepreferuji ani jedno z pohlavi (x2 = 2, 6163, P = 0.1058).
V nasledujicich pokusech byly vici sobé testovany dvojice vyse zminénych tfi druh( hlodavcu.
Flebotomové vcelku ochotné sali na vsech druzich hlodavc(. Zatimco v pokusech, kde P.
duboscqgi méli na vybér mezi A. neumanni a M. natalensis nebo M. natalensis a laboratorni
mysi kmene BALB/c nebyla zaznamenana signifikantni preference ani jednoho z druhd, tak
pokud méli na vybér mezi A. nneumanni a laboratorni mysi kmene BALB/c, preferovali
signifikantné A. neumanni oproti BALB/c mysi.

Presné pocty nasatych samic a hodnoty statistickych test(i jsou uvedeny v tabulce 15,

vysledky jsou také graficky zpracovany v grafu 1.
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Kombinace hostitell Pocet nasatych flebotomu Chi- df P
square
Arvicanthis 161
Arvicanthis vs. BALB/c BALB/c 95 17,0156 1 < 0,0001
Arvicanthis 94
Arvicanthis vs. Mastomys Mastomys 81 0, 1295 1 0,7189
Mastomys 134
Mastomys vs. BALB/c BALB/c 135 0,0558 1 0,8084
samice vs. samec samice 157
Arvicanthis samec 187 2,6163 1 0,1058

Tabulka 15: Vysledky testl hostitelské preference

Preference hostitelt flebotomy
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100
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ARV x BALB (S ARV x MASTO (NS) MASTO x BALB (NS) SAMICE x SAMEC (NS)

POCET NASATYCH SAMIC

Graf 1. Hostitelské preference samic P. duboscqi mezi A. neumanni (ARV), M. natalensis
(MASTO), laboratorni mysi kmene BALB/c (BALB) a mezi samici a samcem A. neumanni
(S) - P <0,0001, (NS) - nesignifikantni rozdil

4.4 Vliv krve hostitel na mortalitu a fekunditu samic P. duboscqi
Flebotomové nasati v preferencnich pokusech byli dale vyuziti pro srovnani mortality a
fekundity samic po sani na A. neumanni, M. natalensis a BALB/c mysich. Mortalita samic P.
duboscqgi byla hodnocena do 4. dne a stejné jako v preferencnich pokusech byly tedy vici sobé
srovnavany vidy dvojice hostiteld. Mortalita se pohybovala v rozpéti od 6,3 % po 37,0 % a

rozdily v mortalité po sani na jednotlivych druzich hlodavcl nebyly statisticky vyznamné.
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Vysledky jsou uvedeny v tabulce 16.

Cast preziviich samic byla déle vyuZita ke sledovani fekundity. Samice byly 4. den po
sani individudlné umistény do skleni¢ek a vykladend vajicka od kazdé samice byla nasledné
spocitana. Procento samic, které se vykladly, jsou uvedeny v tabulce 17. Rozdily ve fekundité
po sani na stejnych hlodavcich mezi jednotlivymi pokusy ziejmé odrazi hlavné odlisné
mikroklima (zejména vlhkost) v pokusnych ddézach. Srovnatelné jsou tedy skutecné jen
pramérné pocty vajec vramci jednoho pokusu, kde mohlo byt opravdu zajisténo stejné
mikroklima.

Signifikantné vyznamné nebyly rozdily v poétu vykladenych P. duboscqi u zadné
z kombinaci hostitell s vyjimkou jednoho pokusu u kombinace M. natalensis - BALB/c mys. V
tomto pripadé byly ale sklenicky umistény v nékolika velikostné odlisSnych dézach, proto muze
byt vysledek ovlivnény rdznou vihkosti uvnitr téchto doéz.

Pridmérné, maximalni a minimalni pocty vykladenych vajec od samice P. duboscqi jsou
uvedeny v tabulce 18 a zpracovany graficky v grafu 2. Statisticky test neprokazal signifikantni

rozdily v primérném mnozstvi vykladenych vajec v zavislosti na vybéru hostitele.

Kombinace Mortalita po sani Chi-square df P
hostitelt
Arvicanthis vs. Arvicanthis 12/161 7,4 % 0,118 1 0,472
BALB/c BALB/c 6/95 6,3 %
Arvicanthis vs. Arvicanthis 25/94 26,6 % 0,007 1 0,534
Mastomys Mastomys 22/81 27,2 %
Mastomys vs. Mastomys 44/134 32,8% 0,522 1 0,276
BALB/c BALB/c 50/135 37,0%

Tabulka 16: Mortalita P. duboscgi do 4. dne po sani na rliznych druzich hostitel(

Kombinace hostitell Fekundita Chi-square df P

Arvicanthis vs. Arvicanthis 26/76 34,2 % 0,119 1 0,432

BALB/c BALB/c 24/76 31,6 %

Arvicanthis vs. Arvicanthis 20/28 71,4 % 0,012 1 0,582

Mastomys Mastomys 14/20 70,0 %

Mastomys vs. BALB/c | Mastomys 33/62 53,2 % 13,824 1 <0,0001
BALB/c 13/62 20,9 %

Tabulka 17: Fekundita P. duboscgi po sani na rdznych druzich hostiteld
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N Minimum | Maximum | Pramér S.D. t df P
Arvicanthisvs. | 26 2 75 23,9 19,3 -0,931 48 0,357
BALB/c 24 1 54 19,3 15,8
Arvicanthisvs. | 20 15 75 45,6 15,6 1,274 32 0,212
Mastomys 14 3 70 38,0 17,8
Mastomys vs. 33 4 81 27,1 22,1 0,672 44 0,505
BALB/c 13 5 72 32,0 21,6

Tabulka 18: Priimérné, maximalni a minimalni pocty vykladenych vaji¢ek samice P. duboscqi
v zavislosti na nasati na rlznych hostitelich
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Graf 2: Pocet vykladenych vajec samic P. duboscqgi po sani na rtznych druzich hostitelt
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4.5 Tvorba protilatek proti L. major

Hladina protilatek v krevnim séru byla sledovana u A. neumanni experimentalné
infikovanych L. major LV 109, LV 110, dale u dvou jedincl, u kterych se testoval kolobéh L.
major LV 109 (pfenosové pokusy) a u tfech jedincl nakazenych LV 109 z kultury.

Krev A. neumanni infikovanych LV 109 (skupina A, B) a LV 110 byla odebrana pred
inokulaci L. major a pak kazdy 5. tyden PI. V ostatnich pfipadech byla odebirana krev pred
inokulaci parazita a poté az po ukonceni pokusu (v riznych tydnech PI).

Tvorba protilatek v krevnim séru v prlibéhu infekce byla testovdna pomoci metody
ELISA. Zpracovano bylo 51 krevnich sér od jedincl infikovanych LV 109 (skupina A, B), 20
krevnich sér od jedinct infikovanych LV 110, 2 krevni séra od jedinctd z prenosovych pokusu, 6
krevnich sér od jedinci infikovanych LV 109 z kultury.

Protilatky byly detekované metodou ELISA pouze u jednoho pokusného jedince A.
neumanni ze skupiny infikované L. major LV 109 (skupina A, oznaceni H), ktery nebyl infekéni
pro P. duboscqi, ale dle gPCR mél infekci v levém uchu. Hodnota optické denzity vzorku
odebraného pred inokulaci leishmanii byla 0,2, pét tydn( Pl vystoupala na 0,8, od desatého
tydne Pl zacala klesat (0,5) az na hodnoty namérené ve dvacatém tydnu Pl (0, 4). Vyvoj infekce

znazornuje graf 3.
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Graf 3: Vyvoj hladiny protilatek proti L. major u A. neumanni (jedinec H) infikovaného L.
major LV 109 pred inokulaci leishmanii (T0), 5 tydn0 (T5 PI), 10 tydna (T10 PI), 15 tydn( (T15
PI) a 20 tydnd PI (T20 PI)
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5 Diskuze

Terénni vyzkumy poslednich desetileti pfindasely opakované ndlezy infikovanych
hlodavcl rodu Arvicanthis riznymi druhy leishmanii (Hoogstraal a Heyneman, 1969; Haile a
Lemma; 1977; Chance et al., 1978; Githure et al., 1986; El - Hassan et al., 1993; Githure et al.,
1996; Elnaiem et al., 2001; Kassahun et al., 2015). Z ekologického hlediska splfiuji tito hlodavci
kritéria rezervoarovych hostitell dle Ashford (1996). Tedy jsou to hlodavci hojni, tvofi velké
procento v zastoupeni savCich druht na dané lokalité, Ziji v koloniich, jsou dlouhovéci, tedy
schopni prezivat obdobi, kdy k prenosu leishmanii nedochazi. Dalsi vlastnosti charakterizujici
rezervoarové hostitele Ize testovat laboratorné, coz bylo i ndplni této prace.

Sledovali jsme, nakolik jsou hlodavci druhu A. neumanni hostitelé aktraktivni pro
flebotomy, jak je pro né ndkaza L. major patogenni, zda jsou leishmanie v jejich téle
lokalizované pfihodné pro nakazu sajiciho flebotoma a nakolik jsou infikovani jedinci schopni
flebotomy opravdu nakazit.

Atraktivitu pro flebotomy jsme v této prdci testovali preferenénimi pokusy, kde jsme
srovnavali atraktivitu tfi druh( hlodavc( pro flebotomy druhu P. dubosccqi, ktefi se prirozené
vyskytuji v endemickych oblastech leishmanidz v subsaharské Africe a jsou povazovani za
prokazané vektory L. major (Killick — Kendrick, 1990). Pro pokusy byli pouZiti A. neumanni, M.
natalensis (dalsi potencionalné rezervodrovy hostitel leishmanidz) a laboratorni mys kmene
BALB/c. Samice P. duboscgi mély moznost vybéru vidy mezi dvojici druhd hostitel(. D3 se
predpokladat, Ze pro P. duboscqi budou obecné hlodavci atraktivni, protoze je to druh, ktery je
v pfirodé nejcastéji nalézan pravé v norach hlodavcl nebo v jejich okoli (Dedet et al. 1980;
Mutinga et al., 1990; Basimike et al., 1992; Ngumbi et al., 1998; Valenta et al. 2000).

V nasich pokusech sali flebotomové opravdu ochotné na vsech tfech druzich hlodavcu,
ovéem zaznamenali jsme signifikantni rozdil ve vybéru hostitele v pfipadé, Ze samice P.
duboscqgi mély na vybér mezi laboratorni mysi kmene BALB/c a A. neumanni, ktery byl
samicemi P. duboscgi vice preferovan. PrestoZe chovani flebotom( v laboratornich
podminkach se muze lisit od chovani v pfirodé, tak atraktivitu mysSovitych hlodavct pro P.
duboscqi i v pfirozenych podminkach potvrzuje prace Mutinga et al. (1986).

V pracich, kde byla laboratorné testovana hostitelska preference (Harre et al., 2001;
Chagas et al., 2007; Macedo - Silva et al., 2014), méli flebotomové pouze moznost nasat se na

predloZzeném hostiteli nebo nesat vibec, ale neméli moznost vybéru mezi hostiteli, tak jako
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v nami provadénych experimentech. Tito autofi ¢asto zaznamenali vyraznéjsi rozdily
v preferencich moznd i proto, Ze srovndvali rlizné druhy savcu, které se od sebe v mnoha
ohledech lisi, jako napfiklad preferenci sani Lu. cruzi na ¢lovéku, kiec¢kovi a vacici. Abychom
predesli ovlivnéni hostitelské preference velikosti pokusnych zvifat, pouzivali jsme pro pokusy,
kde mezi sebou byli porovnavani vyrazné vétsi divoké druhy hlodavci (A. neumani, M.
natalensis) a laboratorni druh (mys kmene BALB/c), po dvou kusech laboratorni mysi (2 x 20g)
proti jednomu jedinci divokého druhu hlodavce. Dle studie Hassan et al. (2009) ovSsem
samotnad velikost téla s mnoZstvim pfitahovanych flebotom( nekoreluje. Vysledky nékterych
studii dokonce ukazuji, Ze nékteré druhy epidemiologicky vyznamnych druh( flebotomu
preferuji sani na malych druzich, jako jsou pfedevsim hlodavci oproti vétSim Zivocichlm (Maia
vyloucéeného CO; a produkce rliznych hostitelsky specifickych pachl (Constantini et al., 1996).

V préci Hassan et al. (2009) je v preferencnich pokusech s P. orientalis testovan A.
niloticus (mys nilskd), jako jeden z potencionalné rezervoarovych druhl L. donovani ve
vychodni Africe. Jedinci A. niloticus byli opakované v pfirodé nalezeni infikovani druhem L.
donovani prendsenym v této oblasti pravé P. orientalis (Hoogstraal a Heyneman, 1969; El —
hassan et al., 1993; Elnaiem et al., 2001; Kassahun et al., 2015). A. niloticus sice byl pro
flebotomy vcetné P. orientalis atraktivni, ale ze sledovanych savcich druh nejméné. To nemusi
nutné znamenat, Ze nemuZe hrat roli rezervoarového hostitele, byt autor uvadi na zakladé
nizké preference tohoto hostitele, Zze A. niloticus je pravdépodobné jen ndhodnym hostitelem
L. donovani. Dulezité ovsem je, Ze na sledovaném Uzemi je A. niloticus nejhojnéjsim druhem
z testovanych druh( v této studii.

Ze je v pfirodé preference hostitell ovliviiovana jak oblibou krevniho zdroje, tak i
dostupnosti rGznych zdrojl, dokldadd nepfimo studie Gebresilassie et al. (2015). Autofi
v terénnich pokusech hostitelské preference testovali, kterd zvifata budou nejvice pfitahovat
flebotomy P. orientalis (a jiné druhy flebotomu). V prvnim pokusu, kde testovali velka
hospodarska zvirata, pritahoval z vybranych zvifat P. orientalis sice nejvice skot, ale atraktivni
byla i ostatni dostupnd zvirata. V druhém pokusu porovnavali atraktivitu pouze malych
divokych zvitat a P. orientalis byl opét pfitahovan vsemi dostupnymi hostiteli, ale i zde se
projevila preference jednoho druhu (pozemni druh veverky Xerus rutilus). Stejné tak Gebre —
Michael et al. (2010) uvadi, Zze neni jasné, zda si P. orientalis vyrazné vice vybira skot (ktery je

v endemickych oblastech hojné chovan) na zadkladé preference nebo jen z dlivodu vysoké
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abundance a dostupnosti tohoto krevniho zdroje. To, Ze vybér hostitele ovliviiuje spiSe
dostupnost zdroje, nez specifickd atraktivita néjakého druhu doklada dale studie Bongiorno et
al. (2003) zabyvajici se hostitelskou preferenci flebotom ve stiedni Itdlii, v oblasti s vyskytem
L. infantum, pGvodcem visceralni leishmanidzy. Nékteré studie ale dokladaji i situace, kdy na
urcitych druzich hostitelt flebotomové nesdli vibec i pres jejich dostupnost. Ve studiu Macedo
— Silva et al. (2014) se jihoamericky druh flebotom( Lu. longipalpis, ktery je povazovan za
potravniho oportunistu, vibec nenasal na domdci kocce a ve studii Quate (1964) nesal zadny
z flebotomU P. orientalis na M. natalensis. Nase studie potvrdila ochotu P. duboscqi sat na
rdznych druzich hlodavci a vyssi preference A. neumanni nepfimo podporuje moZnou vazbu
P. duboscgi na tento druh i v pfirodé.

S vybérem a preferenci urcitych hostiteld Gzce souvisi vliv jejich krve na mortalitu samic
po sani a mnozstvi vykladenych vaji¢ek (fekundita). V této praci jsme sledovali mortalitu u
samic P. duboscqi z preferenénich pokust 4. den po sani. Nezaznamenali jsme statisticky
vyznamné rozdily v mortalité po sédni podle toho, jaky hostitel byl flebotomy vybran. Harre et
al. (2001) sledoval mortalitu 1. den po sani u blizce pfibuzného druhu P. papatasi a udava
pramérnou hodnotu 4,7 % pfi sani na rlznych malych druzich savcd (véetné hlodavci).
V nasich pokusech se mortalita po sani pohybovala mezi 6,3 % (po nasati na laboratorni mysi
srovnavané s A. neumanni) az 37 % (opét po nasati na laboratorni mys srovndvané s M.
natalensis). Mortalita po sani byla tedy také pomérné nizka a rozdily byly zplsobeny nejspise
mirné odliSnymi mikroklimatickymi podminkami v kazdém z pokust (vlhkost uvnitf pytliku, kde
byla umisténa sitka s flebotomy, aj.). Sadlova et al. (2003), ktera testovala mortalitu po sani na
tfech druzich hostitell stejnou metodikou, jakd byla pouzita v této praci, také nezaznamenala
vliv vybéru hostitele na mortalitu samic po sani, prestoze zde by se daly ocekavat i vétsi rozdily,
protoZe byly srovndvané tfi podstatné odlisné druhy savcl oproti trem druhlim hlodavci v této
praci.

V pokusech testujicich fekunditu samic po nasati na rlznych hostitelich jsme sice
zaznamenali statisticky vyznamny rozdil v mnozstvi vykladenych samic, které si vybirali mezi
M. natalensis a laboratorni mysi a to ve prospéch samic satych na M. natalensis, ale tento
vysledek byl nejspise zplGsoben odlisSnym mikroklimatem v pokusnych ddzach. Srovnatelné
jsou tedy jen primérné pocty vykladenych vajec v ramci jednoho pokusu, kde mohlo byt
opravdu zajisténo stejné mikroklima a zde jsme nezaznamenali zZadny signifikantni rozdil vlivu

vybéru hostitele na mnozstvi vykladenych vajec. V nasich pokusech byl nejvyssi zaznamenany
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prameérny pocet vajec od jedné samice 45, a to po sani na A. neumanni. To prevysuje pramérny
pocet vajec 26, ve studii Macedo - Silva et al. (2014) od samic flebotomU Lu. longipalpis satych
na nejvice preferovaném hostiteli v pokusu — hlodavci druhu Galea spixii z ¢eledi morc&atoviti
(Caviidae). Stejné tak toto Cislo prevySuje priimérny pocet vykladenych vajec, 17, ve studii
Harre et al. (2001) od samic flebotomU P. papatasi, které saly na jimi nejvice preferovaném
hostiteli v pokusu — morceti (Cavia sp.). Taktéz Sadlova et al. (2003) uvadi po sani u nejvice
preferovaného hostitele v pokusu (¢lovéka) prliimérny pocet vykladenych vajec 19. Vyssi pocet
pramérné vykladenych vajec od jedné samice, 31, zaznamenal Noguera et al. (2006)
v pokusech se samicemi druhu Lu. ovallesi, které kladly nejvyssi priimérny pocet vajec po
nasati na kureti. Podobné vysoky priimérny pocet vajec jako v této praci, 38, zaznamenal Ward
(1977) po sani na laboratornim kreckovi. Ze ziskanych vysledku vyplyva, ze samice P. duboscqgi
kladou po sani na A. neumanni pomérné vysoky pocet vajec, i kdyZ neni prakazné vyssi nez
pocet vajec kladenych po sani na M. natalensis a laboratorni mysi. Vysledky ziskané
z laboratornich pokust vSak nemuseji zobrazovat redlnou situaci v pfirodé.

Hlavni casti této prdce bylo testovani infektivity A. neumanni experimentdlné
nakazenych L. major pro flebotomy druhu P. duboscqi a sledovani schopnosti L. major dokoncit
Zivotni cyklus v tomto hostiteli. Infekéni davky pro experimentalni ndkazy A. neumanni byly
tvoreny thorakdlnimi ¢astmi mesenteronu experimentdlné nakazenych P. duboscgi a
homogenatem slinnych Zlaz, které podporuji rozvoj infekce (Titus a Ribeiro, 1988; Belkaid et
al., 1998). Infekéni davka byla aplikovana intradermalné do usniho boltce, coz imituje pfirozeny
zpusob ndkazy, kdy jsou leishmanie vystaveni lokdlni imunitni reakci v kGzi (Belkaid et al.,
2000). Takto vytvorenou a inokulovanou infekéni davkou lze co nejpfirozenéji napodobit
redlnou situaci v ptirodé a zaroven je moziné kontrolovat misto vpichu a mnoZstvi
inokulovanych parazitQ. Stejnym zplsob infekce (bez pridani homogendatu slinnych Zlaz)
dosahla Sadlova et al. (2015) vysokeé infektivity laboratornich mysi pro P. orientalis a infekce u
téchto mysi diseminovala z mista inokulace do dalSich tkani. Oproti tomu v jinych podobnych
studiich neni inokulum vytvoreno ze strev infikovanych flebotomd, ale z kultury promastigotu
leishmanii ve stacionarni fazi rastu (Travi et al., 2002; Elfari et al., 2005; Hanafi et al., 2013).
Pro srovnani prabéhu infekce u A. neumanniv zavislosti na zpUsobu ziskani infekéni davky jsme
pouzili tfi jedince a infikovali je také timto zplsobem. MnoZstvi leishmanii v takto vytvorené
davce je vy3si (obvykle 107 — 108) neZ u infekéni davky ziskané z infikovanych stfev flebotomu

(obvykle 10* - 10°), pfesto jsme u A. neumanni nezaznamenali symptomaticky prabéh infekce,
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ani zvySenou infektivitu pro flebotomy. Vtéto praci jsme testovali i ndkazu tim
nejprirozenéjSim zplsobem — sanim infikovaného flebotoma na naivnim hostiteli. Tento
zpUsob se zda nejméné vhodnym, protozZe se nepodafilo infikovat zddného pokusného jedince
a pfi tomto zpusobu infekce ani nelze kontrolovat infekéni davku.

Pro experimentdlni infekce hlodavci byl nejprve zvolen izraelsky kmen L. major
plvodné izolovany z lidského pacienta, ktery je virulentni pro laboratorni mysi a je standardem
nejcastéji pouzivanym pro infekce laboratornich hlodavcl ¢i v pokusech in vitro. Z vysledki
pokusi vyplyva, Ze tento kmen neni schopen udrZet se v A. neumanni (pouze u jednoho
pokusného jedince byla v misté inokulace leishmanii zaznamendna infekce na hranici detekce
dle gPCR) a experimentalné nakaZeni hlodavci tudiz nejsou infekéni pro flebotomy P. duboscqi.
Tato skute¢nost mGzZe souviset s odlinym geografickym plvodem parazita a hostitele. Ze je to
dllezity faktor a vztah mezi parazitem a hostitelem muze byt v tomto smyslu velmi specificky;,
ukdzala studie genetické a biologické diverzity v populaci L. major (Elfari et al. 2005). Kmen L.
major pochazejici z rezervoarovych hostitelll ze Stfedni Asie (R. opimus) nebyl schopen
laboratorné nakazit rezervodrové hostitele Blizkého vychodu (Ps. obesus) a opacné. Na druhou
stranu pro druh Me. libycus byly infekéni izolaty z Afriky, Blizkého vychodu i Stfedni Asie.

Vzhledem k negativnim vysledkim pokusl s izraelskym kmenem FVI byly pro
nasledujici pokusy ziskany dva subsaharské kmeny L. major ze Senegalu. Kmenem izolovanym
z A. niloticus se podafilo experimentdlné infikovat pét jedincl ze dvandcti A. neumanni a
v xenodiagnostickych pokusech jsme zaznamenali infektivitu 0,3 % pro P. duboscgi. Druhym
senegalskym kmenem, izolovanym z ¢lovéka, se podafrilo infikovat vSechny pokusné jedince,
infekce vsak byly slabé, na hranici detekce pomoci qPCR a Zadny P. duboscqi se tedy z téchto
jedincl nenakazil.

Podobné experimenty provadéla Svobodova et al. (2003) s experimentalné nakazenymi
krysami obecnymi (Rattus rattus) L. tropica. Infektivita experimentalné nakazenych jedincl pro
flebotomy P. sergenti se pohybovala mezi 0 — 7 %. Stejné jako v naSich experimentech byly
krysy inokulovany do usniho boltce promastigoty L. tropica. U jedincl se nevyvinula zadna
viditelnd zndmka onemocnéni (kozni léze) a presto byli infekéni pro P. sergenti. Sadlova et al.
(2015) u laboratornich mysi experimentalné infikovanych L. donovani také nezaznamenala
zadné viditelné znamky infekce, prestoze infektivita téchto mysi pro P. orientalis se pohybovala
okolo 20 %. Podobnou hodnotu infektivity (0 - 11 %) pro flebotomy P. perniciosus zaznamenali

Molina et al. (2012) i u pfirozené nakaZenych potencionalné rezervoarovych hostitell - zajicQ
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(Lepus granatensis) ve Spanélsku. Stejné jako v pfipadé vyse popsanych experimentalnich
nakaz byli nakaZeni zajici asymptomaticti.

V nasich experimentech jsme u jedincl A. neumanni, ktefi byli infekéni pro P. duboscqi,
zaznamenali koZzni zmény v misté inokulace, ale stejné tak jsme zaznamenali koZzni zménu na
uchu u jedince, ktery infekéni pro P. duboscqi nebyl. Zarover i jedinec bez jakychkoliv koZnich
zmén v misté inokulace leishmanii byl infekéni pro P. duboscqi. KoZzni |éze u rezervoarovych
hostitelll nejsou spolehlivym ukazatelem infekce ani v pfirodnich podminkach, coz také
doklada studie Fichet — Calvet et al. (2013). Tito autoti pozorovali koZni |éze u nékterych jedinct
Ps. obesus v Tunisu nakazenych L. major, ale u 35 % nakaZenych zvifat zddné kozni léze
zaznamendny nebyly. OdliSnou vnéjsi manifestaci onemocnéni u rezervodrovych hostitel(
mohou pUsobit i riizné kmeny L. major (Elfari et al., 2005). V pfipadé infekce hlodavci kmenem
z Keni se v zavislosti na druhu bud kozni |éze nevytvofila (R. opimus) nebo byla pozorovéana jen
noduldrni léze (Me. libycus, Ps. obesus), ktera se v pribéhu 6. mésicli zhojila. Naopak kmen
z Izraele zpuUsobil u nékterych druhl hlodavcl (Me. libycus, Ps. obesus) ulcerujici 1ézi a
postupnou destrukci usniho boltce a u jiného zlstala infekce v misté inokulace bez koZnich
zmén (R. opimus).

Stejné jako divoké druhy hlodavc( vykazuji odliSnou vnimavost k infekci L. major rizné
kmeny laboratornich mysi. Nejcastéji pouzivany model pro studium kutanni leishmaniézy —
mysi kmene BALB/c jsou k ndkaze vysoce citlivé a vykazuji po nakaze L. major progresivné se
vyvijejici onemocnéni s nehojici se lézi v misté inokulace a diseminaci do vnitfnich organ
(Belkaid et al., 2000). Takovy to pribéh s vysokou virulenci patogena, vsak nemuUze mit nakaza
L. major u rezervoarovych hlodavcli v pfirodé. V této praci jsme u infikovanych jedinct A.
neumanni nezaznamenali Zaddné vyrazné zndmky onemocnéni a infekce L. major byla prevazné
detekovdna pouze v misté inokulace (levy usni boltec) a bez Sifeni do okolnich tkani.

Roli jiného potencionalné rezervoarového hlodavce druhu Proechimys semispinosus
v pfenosu leishmanii Jizni Americe testoval Travi et al. (2002). Ve studii byli v pfirodé odchyceni
hlodavci Pr. semispinosus experimentalné nakazeni L. panamensis, plvodcem kutanni
leishmanidzy a byla testovana jejich infektivita pro Lu. longipalpis a Lu. youngi. Autofi
zaznamenali v misté inokulace noduldrni, neulcerujici Iézi, kterd se do 7. tydne po infekci
zhojila. Autofi provadéli xenodiagnostické pokusy ¢tvrty a sedmy tyden po infekci. Infektivitu
dvou experimentalné nakazenych jedincG Pr. semispinosus pro Lu. youngi zaznamenali ve

¢tvrtém tydnu po infekci, ale stejné jako v nasi praci byl pocet nakazenych flebotomU velmi
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maly (1 z 20 nasatych, 1 z 48 nasatych). V 7. tydnu po infekci jiz nezaznamenali infektivitu Pr.
semispinosus pro flebotomy.

V této praci jsme pozorovali infektivitu A. neumanni pro P. duboscqi do 10. tydne PI,
prestoZe u nékterych jedincl byla L. major detekovdna metodou gPCR jesté i na konci pokusu
v 20. tydnu PI. U jednoho z infikovanych jedinct byly detekovany protilatky proti L major
metodou ELISA, pfitom jejich nejvyssi hladina byla zaznamendna v 5. tydnu Pl a v dalSich
tydnech Pl az do ukonéeni pokusu uz dochdzelo k jejich poklesu. Na zakladé studii délanych
pfevdiné na psech domacich nakazenych L. infantum, kde byla sledovana séropozitivita psu a
schopnost téchto zvifat nakazit flebotomy vyplyva, Ze protilatky proti leishmaniim samy o sobé
nejsou dobrym ukazatelem toho, zda je nakaZené zvite infekéni pro flebotomy a je tedy
vyznamné v epidemiologii onemocnéni (Courtenay et al., 2002). To se shoduje s vysledky nasi
prace, kdy jeden pokusny jedinec A. neumanni mél vytvorené protilatky proti L. major, dle
gPCR mél ndkazu L. major v levém uchu, ale v Zddném z pokusnych tydna nebyl infekéni pro P.
duboscqi.

Stejné jako u infikovanych jedincl Arvicanthis sp. nachazenych v pfirodé (Hoogstraal a
Heyneman, 1969; Haile a Lemma; 1977; Githure et al., 1986; Kassahun et al.) nevykazovali ani
nami infikovani pokusni jedinci v pribéhu infekce Zadné viditelné zndmky onemocnéni, coz
svédci o nizké patogenité L. major pro A. neumanni, kterd je podminkou moznosti zapojeni A.
neumanni do Zivotniho cyklu tohoto parazita. Pomérné kratké trvani infektivity a schopnost
nakazit malé procento flebotom( miiZe opét souviset s faktem, Ze druh A. neumanni se
vyskytuje pouze na Uzemi od Etiopie a Somalska po Keriu a Tanzanii (vychodni Afrika) a nemusi
byt méné vnimavy k izolatlim L. major pochdazejicim ze Senegalu (zapadni Afrika). Kazdopadné
zakladni kritérium rezervodrového hostitele dle Silva et al. (2005), které musi byt vzdy splnéno
— doba prezivani parazita v rezervoarovém hostiteli je dostateéné dlouha natolik, aby doslo
k vyvoji do infekénich stadii parazita a infekci vektorl, druh A. neumanni spliuje. Fakt, Ze
vhnimavost k parazitim vykazovali jen néktefi pokusni jedinci v nasich experimentech nejspise
souvisi s prirozenou genetickou variabilitou téchto hostitel( (Blackwell, 1996).

Ve studiich, které zachytili infikované jedince rodu Arvicanthis, je nejéastéji uvadén
druh A. niloticus, ktery ma oproti A. neumanni vyrazné Sirsi areal rozsiteni v subsaharské Africe
a jeho potencial hrat roli v kolobéhu L. major a jinych druh( leishmanii je o to vétsi. A. niloticus
se hojné vyskytuje i v zapadni Africe, v endemickych oblastech kutanni leishmanidzy (shrnuto

v Boakye et al., 2005).
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Vysledky této prace naznacuji, ze A. neumanni je schopen se nékterymi izolaty L. major
nakazit a byt pak infekéni pro vektory druhu P. duboscqi, ptestoze ve velmi malém procentu
pfipadl. Vezme — li se v potaz, ze rod Arvicanthis patfi k nejhojnéjsSim savclm obyvajici
subsaharskou Afriku a Zije i v blizkosi lidskych obydli je moZné, Ze jeho role v kolobéhu L. major
a jinych leishmanii, jako je L. donovani, mize byt vyznamnd. Tuto hypotézu je ovSsem nutné
potvrdit dalSimi experimenty, napfiklad s pouZzitim jinych izolatl L. major (a dalSich druh(
leishmanii) a také dalSich druh( rodu Arvicanthis, v prvni fadé je nadéjnym kandidatem pro

dalsi vyzkum nejcastéji zmifiovany druh A. niloticus.
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6 Zavérecné shrnuti

Infektivita L. major pro A. neumanni se lisila v zavislosti na pouZitém izolatu:

- izraelsky kmen FVI nebyl schopen vyvoje v A. neumanni, tudiz tito jedinci nebyli
v pribéhu pokusu infekéni pro flebotomy.

- senegalskym kmenem LV 109 bylo Uspésné infikovano 42 % (5/12) jedincl A.
neumanni a 40 % (2/5) jedincl pouZzitych na xenodiagnostické pokusy vykazovalo
infektivitu pro flebotomy. Z celkového poctu 598 vypitvanych P. duboscgi bylo
positivnich 0,3 % samic.

- senegalskym kmenem LV 110 se podafrilo infikovat vSsechny pokusné jedince (6/6),
ale mnozstvi detekovanych parazitl (dle gPCR) bylo vétSinou velmi nizké a tato
zvitata nebyla v celém pribéhu pokusu infekéni pro flebotomy.

infikovani jedinci nevykazovali v priibéhu infekce vyrazné vnéjsi znamky

onemocnéni (kozni léze), i kdyZ u nékterych jedincl byla pozorovana drobna kozni

zména v misté inokulace. Infekéni pro P. duboscqi byl ovsem i jedinec bez jakychkoliv
vnéjsich projevl onemocnéni.

infekce L. major byla metodou gPCR detekovdna prevdziné pouze v levém usnim

boltci, tedy v misté inokulace parazitli a nedochazelo k disseminaci parazitti do

dalSich tkani.

Infektivita pro flebotomy byla pozorovana pouze v 5. az 10. tydnu tydnu PI, kdy byla

také u jednoho z infikovanych jedinc( zjisSténa zvySena hladina protilatek proti L.

major v krevnim séru.

Pouziti odlisné infekéni davky (107 promastigott z kultury oproti 3 - 5x10% leishmanii

z mesenteronu experimentdalné nakazenych flebotomu) nezménilo pattern

onemocnéni (nedoslo k disseminaci parazitd do jinych tkani) a infektivita pro

flebotomy byla také srovnatelna (0,3 vs. 0,7 %).

A. neumanni byl pro P. duboscqi atraktivnim hostitelem a byl vice preferovan oproti

laboratorni mysi kmene BALB/c. Druhy druh potencionalné rezervoarového afrického

hlodavce M. natalensis byl pro P. duboscqi stejné atraktivni jako A. neumanni.

Mortalita a fekundita samic P. duboscgi po sani na A. neumanni, M. natalensis a

laboratorni mysi mély srovnatelnou hodnotu a nebyly tedy vyrazné ovlivnény zdrojem

krve.
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Celkové shrnuti:

Experimentalni infekce A. neumanni prokazaly, Ze tento druh hlodavce muze slouzit
jako hostitel L. major. 1zolaty pochazejici ze Senegalu pretrvaly v mistech inokulace do 20.
tydne PI, aniz by zvirata vykazovala vyrazné zndmky onemocnéni. Mezi 5. a 10. tydnem Pl byli
néktefi pokusni jedinci schopni nakazit sajici flebotomy. Procento infikovanych flebotom bylo
sice nizké, ale je pravdépodobné, Ze izoladt pfimo z aredlu rozsifeni A. neumanni, tedy z
vychodni Afriky (ten jsme bohuzZel neméli k dispozici) by se v téchto hlodavcich mohl vyvijet
jesté lépe.

Tato laboratorni studie tedy podporuje hypotézu, Zze A. neumanni spliuje kritéria
rezervodrového hostitele a hraje roli v pfenosu L. major. K definitivnimu zavéru o roli hlodavct
rodu Arvicanthis v prenosu leishmanii by ovSem byly Zadouci dalsi experimenty, naptiklad s
pouzitim jinych izolatd L. major (a dalSich druhl leishmanii) a také dalSich druh( rodu

Arvicanthis, zejména pak nejrozsitenéjsiho druhu A. niloticus.
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8 Prilohy

Priloha 1: Arvicanthis neumanni (zdroj: vlastni)
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Pfiloha 3: Hmotnost (g) experimentalné nakazenych samic A. neumanni v pribéhu pokusu

* - tyden ndkazy, + - Uhyn jedince, NV- nevaZeno, KP — konec pokusu

SKUPINA 1
XENO L. major
FVI

Oznaceni A. H BN o 4 BR PN 22 Kontrola
neumanni bez
ndkazy

TO* 51 46 45 45 46 47 34 40
T2 PI 50 46 46 46 47 48 36 40
T2 PI 53 47 58 51 48 52 36 41
T3 PI 52 48 57 54 49 53 38 44
T4 PI 57 50 58 54 49 55 39 44
T5 PI 59 50 59 53 48 56 39 44
T6 PI + 50 57 50 46 55 38 46
T7 PI NV 49 58 52 45 54 41 46
T8 PI NV 51 58 55 46 54 42 46
T9 PI NV 52 59 56 47 55 43 47
T10 PI NV 51 63 60 47 55 45 50
T11PI NV 50 + 60 47 55 46 51
T12 PI NV 52 NV 58 50 58 46 53
T13 PI NV 52 NV 58 51 60 46 53
T14 PI NV 54 NV 58 54 62 48 53
T15 PI NV 54 NV 56 55 64 48 54
T16 Pl NV 53 NV 52 57 65 48 59
T17 PI NV 53 NV 52 57 65 48 59
T18 PI NV NV NV NV NV NV NV NV
T19 PI NV 60 NV 60 63 72 56 66
T20 PI NV 59 NV 54 59 69 60 68
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SKUPINA 2
BEZ XENO L.
major FVI
Oznaceni A. H LB (0] PB Pz HO LB2 Kontrola
neumanni bez
ndkazy
TO* 43 41 43 36 41 39 38 40
T1PI 44 41 43 37 42 39 39 42
T2 PI 46 47 45 39 44 40 40 44
T3 PI 48 44 48 41 47 42 41 44
T4 PI 50 46 50 42 49 44 43 44
T5PI 50 47 51 43 49 44 45 46
T6 PI 52 48 51 43 51 44 46 46
T7 PI 52 49 51 44 49 44 46 46
T8 PI 54 50 53 45 49 44 47 46
T9 PI 55 52 55 52 45 46 48 50
T10 PI KP, 55 52 54 54 45 KP, 47 49 51
T11PI NV 52 55 54 46 NV 51 53
T12 Pl NV 53 57 54 47 NV 53 53
T13 Pl NV 55 59 55 48 NV 56 53
T14 Pl NV 55 58 53 46 NV 57 54
T15 PI NV 58 KP, 63 56 KP, 49 NV 55 59
T16 PI NV 60 NV 57 NV NV 56 59
T17 PI NV NV NV NV NV NV NV NV
T18 PI NV 64 NV 61 NV NV 60 66
T19 PI NV 69 NV 66 NV NV 61 68
T20 PI NV 68 NV 65 NV NV 64 67
SKUPINA 3
XENO L. major
Lv109
Oznadeni A. H o BR Pz PP H Kontrola
neumanni bez
ndkazy
TO* 39 46 41 39 44 53 53
T2 PI 39 48 40 39 43 52 55
T4 PI 39 49 43 41 45 54 59
T6 PI 39 53 46 45 46 NV 65
T8 PI 43 54 47 45 47 NV 61
T10 PI 44 54 46 43 47 KP, 53 55
T12 PI 48 58 50 47 51 NV 56
T14 PI 49 59 52 48 52 NV 55
T16 PI 48 61 54 46 50 NV 55
T18 PI NV NV NV NV NV NV NV
T20 PI 50 66 63 50 56 NV 61

81




SKUPINA 4 BEZ
XENO L. major
Lv109

Oznaceni A. PP LP BR BRH Pz pPz2 Kontrola
neumanni bez
ndkazy
TO* 54 57 53 57 50 55 53
T2 PI 55 56 55 55 50 56 52
T4 PI 59 57 55 57 52 58 55
T6 PI 61 58 58 62 52 62 57
T8 PI 58 55 57 56 51 62 56
T10 PI 58 56 55 KP, 57 49 + 55
T12 Pl 59 57 NV NV 53 NV 54
T14 PI 56 KP, 57 NV NV 54 NV 55
T16 Pl 54 NV NV NV 54 NV 54
T18 PI NV NV NV NV NV NV NV
T20 PI 61 NV NV NV 58 NV 57
SKUPINA 5
XENO L. major
LvV110
Oznaéeni A. BR Lz PP Pz LP OBR Kontrola
neumanni bez
ndkazy
TO* 51 54 46 56 60 55 56
T2 PI 51 55 47 57 63 59 58
T4 PI KP, 54 59 50 60 66 60 58
T6 PI NV 54 49 59 64 59 58
T8 PI NV 55 50 60 64 60 59
T10 PI NV 57 +, 51 61 KP, 65 61 60
T12 PI NV 55 NV 60 NV 63 61
T14 PI NV KP, 57 NV 61 NV 62 58
T16 PI NV NV NV NV NV NV NV
T18 PI NV NV NV 64 NV 63 63
T20 PI NV NV NV 67 NV 63 63
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