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ABSTRAKT

Ttida Kinetoplastea zahrnuje volné Zijici 1 parazitické zastupce. Jednou z nejzndméjSich
skupin je fdd Trypanosomatida, do kterého patii obligdtni parazité (Trypanosoma,
Leishmania) Sirokého spektra hostitelti. Mnohé druhy jsou velmi nebezpecnymi patogeny
Cloveka, jiné plusobi velké ekonomické ztraty v zemédélstvi. Nicméné prevdzna cast
trypanosomatid patii mezi jednohostitelské parazity hmyzu, ktefi jsou pro své hostitele
vétSinou nepatogenni. Jednohostitelskd trypanosomatida parazituji pievdzné v fadech
polokiidlych a dvoukftidlych.

PredloZzend diplomovd priace se vénuje detekci ndkaz jednohostitelskymi
trypanosomatidy u §vdbt odchycenych na tizemi Ceské republiky a §vabi pochézejicich
z nékolika raznych chovii. Svébi jsou vhodni mechaniéti prenasedi raznych patogend
(v€etné parazitl), ktefi ohrozuji zdravi Clovéka i zvitat. Prvni popis trypanosomatid ve
Svabech byl zdokumentovan jiz na pocatku 20. stoleti, ale Zddna studie se témto ndleziim
dikladnéji nevénovala. Cilem této prace byla i podrobnd morfologickd a
ultramikroskopickd analyza a studium hostitelské specifity neddvno popsaného druhu §vabi
herpetomonady Herpetomonas tarakana. Tato diplomova prace byla ¢astecné podkladem
jiz publikovaného ¢lanku ,,Diversity of trypanosomatids in cockroaches and the description

of Herpetomonas tarakana sp. n.“, na ktery navazuje a déle jej rozviji.

Klicova slova: Trypanosomatida, §vab, hostitelska specifita, ultrastruktury, bicik



ABSTRACT

The class Kinetoplastea contains free-living and parasitic species. One of the most
dominant group within the class is the order Trypanosomatida which includes obligate
parasites (Trypanosoma, Leishmania) infecting a wide range of hosts. Some species are
serious pathogens of humans and domestic animals and cause considerable losses.
However, the majority of trypanosomatids belongs to monoxenous parasites of insect
which are usually harmless to their hosts. Monoxenous trypanosomatids predominantly
infect Hemiptera and Diptera.

This diploma thesis is focused on the detection of monoxenous trypanosomatids in
cockroaches captured in the Czech Republic and cockroaches from different breedings.
Cockroaches are very suitable mechanical vectors of many different pathogens (including
parasites) and are significant health threat for humans and animals. First trypanosomatids
in cockroaches were documented at the beginning of the 20" century, but there is no study
focused on this topic specifically. Another aim of this thesis is morphological and
ultramicroscopic analysis and the study of the host specificity of the recently described
species Herpetomonas tarakana, isolated from a cockroach. My findings were partly used
in the already published study “Diversity of trypanosomatids in cockroaches and the
description of Herpetomonas tarakana sp. n.”’; however the thesis continues and further

develops the research on this topic.

Key words: Trypanosomatida, cockroach, host specificity, ultrastructures, flagellum
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1. UVOD A CILE PRACE

Celed Trypanosomatidae (f4d Trypanosomatida; tfida Kinetoplastea) piedstavuje
rozmanitou a intenzivngji studovanou skupinu prvoki. Nejvétsi pozornost je z
pochopitelnych divodii zamétend na dixenni (dvouhostitelskd) trypanosomatida, kterd
koluji mezi bezobratlymi (nejcastéji hmyzem nebo pijavkami) a obratlovci (v€. ¢loveka)
nebo rostlinami. VétSina fylogenetickych, morfologickych i ultrastrukturdlnich studii se
vénuje predevSim rodim Trypanosoma a Leishmania, které maji velky Iékarsky,
veterinarni 1 ekonomicky vyznam. Pfevdzna ¢ast trypanosomatid nicméné nélezi mezi
monoxenni (jednohostitelské) parazity hmyzu, kterym se dlouhou dobu nevénovala
dostate¢nd pozornost. V poslednich letech se v§ak jednohostitelSti z4stupci stavaji mnohem
Castéji predmétem zdjmu védeckych studii vzhledem k jejich schopnosti adaptace na rizné
podminky prostfedi (Schaub and Pretsch, 1981; Tieszen and Molyneux, 1989), extrémni
biologické diverzité, hostitelské (ne)specifité, vlivu na hmyzi hostitele nebo vyznamu pro
pochopeni piivodu a vyvoje dixennich zastupcti i samotného parazitismu (Maslov et al.,
2007, 2013; Votypka et al., 2013; Lukes et al., 2014; Kozminsky et al., 2015; Flegontov et
al., 2013, 2016). Nékteti zastupci trypanosomatid maji ve své cytoplazmé endosymbiotické
bakterie (Votypka et al., 2014; Kostygov et al., 2016) a soucasn¢ se mnozi z nich vyznacuji
i velmi redukovanou formu paraxidlni tyCe bic¢iku (Farina et al., 1986). Predstavuji tak
velmi dobry modelovy systém pro studium vzniku a funkce endosymbidzy (Teixeira et al.,
2011; Votypka et al., 2014; Kostygov et al., 2016).

V minulosti bylo celkové zvice neZ jednoho milionu zndmych druhtt hmyzu
vySetfeno parazitology + 2 500 druht na pfitomnost trypanosomatid (Podlipaev, 2001).
Pozornost v poslednich letech byla zaméfend predevSim na jednohostitelska
trypanosomatida dvoukiidlych (Diptera) (napt. Ty¢ et al., 2013), plostic (Heteroptera)
(napt. Maslov et al., 2007; Votypka et al., 2010; Klepetkova, 2010) a blech (Aphaniptera)
(Duzi, 2007; Sukovd, 2009; Votypka et al., 2010). Proto jsem se ve své prici vénovala
synantropnim a sylvatickym Svdbim (Blattodea), jako dal§i dosud podrobné&ji
neprozkoumané skupiné¢ potencidlnich hostiteli monoxennich trypanosomatid. Ma
diplomova prace byla soucdsti projektu, ktery byl iniciovdn mym Skolitelem a Dr.
Vyacheslavem Yurchenkem z Ostravské univerzity. Cast vysledkd ziskanych v rdmci moji
diplomové prace byla zvefejnéna v publikaci: Diversity of trypanosomatids in

cockroaches and the description of Herpetomonas tarakana sp. n. (Yurchenko et al.,



2016 — viz priloha €. 1). Kromé detekce trypanosomatid ve Svabech jsem se u nové
popsaného druhu Herpetomonas tarakana zaméfila na studii jeho hostitelské specifity a na

morfologii a ultrastrukturu buné¢k.

Cile prace:

I. Detekce, identifikace a porovndni ndkaz jednohostitelskymi trypanosomatidy
u sylvatickych, synantropnich a chovanych §véabi.

II. Analyza morfotypt a studium ultrastruktury bun¢k se zaméfenim na periflagelarni
kapsu, mikrotubuly a ,,desmozomy* bi¢iku S§vabi herpetomonady druhu
Herpetomonas tarakana.

III. Studium hostitelské specifity druhu H. tarakana pomoci experimentélnich infekci

sylvatickych, volné Zijicich a chovanych §vabi.



2 LITERARNI PREHLED

2. 1 Jednohositelska trypanosomatida

Trypanosomatida ptfedstavuji velky a riiznorody tad protist z tfidy Kinetoplastea, kterd je
kompozici ekvivalentni k diive uzndvanému ftadu Kinetoplastida (Honigberg, 1963;
Cavalier-Smith, 1981). Posledni taxonomické studie fadi tfidu Kinetoplastea spole¢né
s ttemi sesterskymi skupinami (Euglenoidea, Diplonemea a Symbiontida) do exkavatniho
kmene Euglenozoa (Adl et al., 2012). V soucasnosti se tfida Kinetoplastea d¢li na dvé
podtiidy. Prvni podtiida Prokinetoplastina se skldda z jednoho fddu Prokinetoplastida, do
kterého patii rody Ichtyobodo a Perkinsela. Druhd podtiida Metakinetoplastina zahrnuje
¢tyfi fady (Neobodonida, Parabodonida, Eubodonida a Trypanosomatida) (podrobnéji
k jednotlivym fadiim a zastupcim bodonid viz (Vickerman, 1994; Moreira, 2004; Simpson
et al., 2006; Lukes et al., 2014).

Trypanosomatida s jedinou celedi Trypanosomatidae parazituji v bezobratlych,
obratlovcich a rostlindich. Dokonce byl jejich vyskyt zachycen i v nékterych prvocich:
napf. jako parazity ndlevniki miZeme zminit druh Leptomonas karyophilus v trepce
Paramecium trichium (Gillies and Hanson, 1963; Fokin et al., 2014), Leptomonas
ciliatorum napadajici makronukleus bfichobrvky Paraholosticha sterkii (Gortz and
Dieckmann, 1987) a blize neurCené druhy Leptomonas sp. v makronukleu lezounka
Euplotes sp. nebo Herpetomonas sp. parazitujici v makronukleu lezounka Euplotes
encysticus (Fokin et al., 2014). Do roku 1990 bylo identifikovdno 350 druhli hmyzu jako
hostitelit monoxennich trypanosomatid (Podlipaev, 1990) a v priibéhu dalsich let pfibylo
piiblizn¢ 200 dalSich druhtt hmyzich hostitela (Podlipaev, 2001). Nékolik studii odhalilo,
Ze jednohostitelska trypanosomatida parazituji pfevazné v fadech polokiidlych (Hemiptera)
a dvoukiidlych (Diptera). Dalsi sporadické vyskyty byly zachyceny u broukt (Coleoptera),
blanokiidlych (Hymenoptera), motyli (Lepidoptera), sitokiidlych (Neuroptera),
rovnokiidlych (Orthoptera), (Podlipaev, 1990), blech (Siphonaptera) (Votypka et al. 2013)
a Svabu (Blattodea) (Semans, 1943; Podlipaev, 1990).

Pivodni taxonomicky systém celedi Trypanosomatidae byl vytvofen na zakladé
rozdilt v morfologii (vzdjemné pozici jadra, kinetoplastu a periflagelarni kapsy biciku, viz

obr. 2. 1. 1) a Zivotnich cyklech (Wallace, 1966; Vickerman, 1976). Pozdé&ji doSlo



k radikdlni zméné systému za pouZiti molekuldrné fylogenetickych metod zamétenych na
sekvenovani genid pro malou ribozomdlni podjednotku (18S rRNA), glykozomalni
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogendzu (gGAPDH) a ,,spliced-leader” (SL) RNA (Maslov et
al., 1996; Hollar et al., 1998; Lukes et al., 1997; Podlipaev et al., 2004; Hamilton et al.,
2004; Yurchenko et al., 2009). V soucastnosti jsou popsané tfi rody dvouhostitelskych
trypanosomatid (Leishmania', Phytomonas a Trypanosoma) a patnict jednohostitelskych

rodil (viz obr. 2. 1. 2) (podrobny ptehled viz (Kaufer et al., 2017).

epimastigot trypomastigot promastigot opistomastigot opistomorf

choanomastigot sferomastigot
amastigot

endomastigot

Obr. 2. 1. 1: Morfotypy trypanosomatid, které jsou popsané podle vzdjemné polohy jadra,
kinetoplastu a hloubky periflageldarni kapsy bi¢iku (dle Maslov et al., 2013; d’Avila-Levy
et al., 2015).

"'V rdmci leishménii dochazi v sou¢asné dobé k tvorbé nového taxonomického systému, ktery vsak zatim
neni jednozna¢né pfijimin védeckou komunitou (viz napf. Kostygov and Yurchenko, 2017). Ptvodni rod
Leishmania se rozpada na tfi rody, Endotrypanum, Porcisia a Leishmania, ktery se dédle déli do Ctyf

podrodt: Leishmania, Viannia, Sauroleishmania a Mundinia.
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Obr. 2. 1. 2: Ptehled hlavnich
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L — Leishmaniinae,

P — Phytomonadinae,
S — Strigomonadinae,
B — Blechomonadinae
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Rady/podiady host. hmyzu:

B _ Hymenoptera
B _ Heteroptera

B - Diptera
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[ — Hirudinea

B — Blattodea

B - Ostatn{

Obr. 2. 1. 2: Piehled aktudlng uznanych a popsanych rodd trypanosomatid (dle Yoshida et al., 1978; Podlipaev, 1990; Yurchenko et al., 2006; Svobodova et al., 2007;

Yurchenko et al., 2008; Votypka et al., 2010; Teixeira et al., 2011; Votypka et al., 2012, 2013; Maslov et al., 2013; Flegontov et al., 2013; Ty¢ et al., 2013; Borghesan et al.,
2013; Yurchenko et al., 2014; Votypka et al., 2014; Lukes et al., 2014; Kostygov et al., 2014; Schwarz et al., 2015; Kozminsky et al., 2015; Yurchenko et al., 2016; Kostygov
et al., 2016; Zanetti et al., 2016; Kaufer et al., 2017). V ptehledu neni zahrnut rod Jaenimonas ( hostitelsky fad: Diptera) (Hamilton et al., 2015).
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2. 2 Svabi jako hostitelé

Svébi jsou v soucasnosti spoleéné s termity fazeny do jednoho fddu Blattodea. Recentni
termiti jsou ,jenom® vnitini skupinou S§vabil sblizkym vztahem k Svdbovi rodu
Cryptocercus (Lo et al., 2000, 2003; Klass and Meier, 2006; Pellens et al., 2007; Inward et
al.,, 2007; Lo et al.,, 2007; Ware et al., 2008; Murienne, 2009; Djernas et al., 2012;
Cameron et al., 2012; Djernas et al., 2015). Z divodt zna¢né morfologické, fyziologické a
biologické odliSnosti Svabii a termitt, se vSak v této praci budu ptidrzovat klasického pojeti
$vabu (Blattaria), tedy mysleno bez termiti. Svébi predstavuji relativné starobylou skupinu
hmyzu, s konzervativnim celkovym vzhledem a tém¢f celosvétovym rozsSitenim s nejvyssi
koncentraci v tropickych oblastech. Doposud bylo popsédno vice jak 4500 druhti (Beccaloni
and Eggleton, 2013) a podle poslednich fylogenetickych studii je klasifikovdno devét
Celedi v tfech nadc¢eledich (Corydoidea: Corydiidae + Nocticolidae; Blattoidea: Blattidae +
Lamproblattidae + Anaplectidae + Tryonicidae + Cryptocercidae + termiti; Blaberoidea:
Ectobiidae + Blaberidae) (Djernas et al., 2015).

Vétsina Svabu je volné Zijici, obyvajici riznorodé biotopy a mikrohabitaty, a jenom
ziidkakdy pfichédzejici do kontaktu s clovékem. Z medicindlniho a veterinarniho hlediska je
dalezité¢ tedy jenom necelé 1 % zcelkové druhové diverzity Svabu. Ti jsou jako
synantropni $ktidci docasné anebo permanentné asociovani s lidskym prostiedim (Cochran,
1999). U synantropnich zastupci Svabl byly identifikovadny viry, bakterie, mikroskopické
houby (piehled viz (Roth and Willis, 1960) a paraziti (ptehled nékterych parazitii
nalezenych ve Svdbech viz tab. 2. 2. 1). U vétSiny téchto patogenti funguji Svéabi jako
mechanicti pienaseci ohrozujici zdravi ¢lovéka i zvitat (Brenner, 2002; Salehzadeh et al.,
2007).

Svébi jsou vhodnymi vektory mikroorganismi, protoZe jsou vieZravci a také se
velmi dobfe premistuji mezi rGznymi Castmi lidského prostfedi. Maji dobie vyvinuté
kousaci tustni dstroji a mimo jiné jsou u nich béZné potravni strategie jako koprofigie
(pozivéani trusu), nekrofdgie (pozivani uhynulych t€l hmyzu), kanibalismus (poZivéani
jedinct vlastniho druhu) a ¢asto u nékterych druhii také predace (poZivani ulovené kofisti
véetn¢ Svabu jiného druhu) (Cornwell, 1968; Cochran and Scheme, 1999; Kopanic and
Schal, 1999; Brenner, 2002; Tabaru and Watanabe, 2003). Travici soustavu maji, stejné

jako ostatni hmyz, rozdélenou na ptedni, stfedni a zadnf{ stfevo. Pravé stfedni a pfedevSim



zadn{ stfevo se zda byt nejvhodnéjsi pro uchyceni patogent (Cruden and Markovetz, 1987;

Anjali, 2016). Do trusu se tak dostdva velké mnozZstvi bakterii, spér hub nebo cyst prvoki

(Beams et al., 1959; Hoyte, 1961; Peregrine, 1974; Cruden and Markovetz, 1984, 1987).

Tabulka 2. 2. 1: Piehled nékterych paraziti nalezenych ve Svédbech (dal$i podrobny

seznam parazitll zaznamenanych do r. 1960 napfiklad viz (Roth and Willis, 1960).

Periplaneta brunnea
Pycnoscelus surinamensis

Druh parazita |  Druh §viba (hostitele/pfenasete) | Zdroje informaci
Helminti
Ancylostoma duodenale Diploptera punctata (Tatfeng et al., 2005)
Ascaris lumbricoides Blattella germanica (Tatfeng et al., 2005;
Diploptera punctata Kinfu and Erko, 2008;

Hamu et al., 2014)

Ascaris spp.

Periplaneta americana

(Cazorla Perfetti et al.,
2015)

Blatticola blattae

Blattella germanica

(Tsai and Cahill, 1970)

Enterobius vermicularis

Blattella germanica
Diploptera punctata
Periplaneta brunnea

(Tatfeng et al., 2005;
Kinfu and Erko, 2008;
Cazorla Perfetti et al.,

2015)

Hammerschmidtiella Blattella germanica (Tsai and Cahill, 1970;
diesingi Periplaneta americana Peregrine, 1974; Fernddez
et al., 2001)
Hammerschmidtiella Periplaneta americana (Cazorla Perfetti et al.,
Spp- 2015)

Leidynema appendiculatum

Periplaneta americana

(Fernadez et al., 2001)

Taenia spp.

Blattella germanica
Periplaneta brunnea
Pycnoscelus surinamensis

(Kinfu and Erko, 2008,;
Hamu et al., 2014)

Thelastoma attenuatum

Periplaneta americana

(Peregrine, 1974)

Thelastoma spp.

Periplaneta americana

(Cazorla Perfetti et al.,
2015)

Trichuris trichiura

Blattella germanica
Diploptera punctata
Pycnoscelus surinamensis

(Tatfeng et al., 2005;
Kinfu and Erko, 2008;
Hamu et al., 2014)

Strongyloides sp.

Blattella germanica

(Hamu et al., 2014)

Strongyloides stercoralis

Diploptera punctata

(Tatfeng et al., 2005)

Protista

Acanthamoeba hyalina

Blaberus craniifer

(Briscoe, 1971)

Balantidium blattarum

Blaberus craniifer

(Briscoe, 1971)

Balantidium coli

Blattella germanica,
Diploptera punctata

(Tatfeng et al., 2005;
Hamu et al., 2014)

Blastocystis hominis

Periplaneta americana

(Fernadez et al., 2001)

Chilomastix mesnili

Periplaneta americana

(Fernadez et al., 2001)

Cryptosporidium parvum Diploptera punctata (Fernadez et al., 2001;
Periplaneta americana Tatfeng et al., 2005)
Cyclospora cayetanensis Diploptera punctata (Tatfeng et al., 2005)

Cyclospora spp.

Periplaneta americana

(Cazorla Perfetti et al.,

Periplaneta americana

2015)

Cystoisospora spp. Periplaneta americana (Cazorla Perfetti et al.,
2015)

Endolimax blattae Blaberus craniifer (Lucas, 1927, Briscoe,
Blatta orientalis 1971)

Endolimax nana

Blattella germanica

(Fotedar et al., 1991,




Periplaneta americana

Fernadez et al., 2001)

Entamoeba blattae

Blatta orientalis
Periplaneta americana

(Beams et al., 1959; Tsai
and Cahill, 1970;
Peregrine, 1974; Cazorla
Perfetti et al., 2015)

Entamoeba coli

Blattella germanica
Periplaneta americana
Periplaneta brunnea
Pycnoscelus surinamensis

(Fotedar et al., 1991;
Fernadez et al., 2001; Pai
et al., 2003; Kinfu and
Erko, 2008; Hamu et al.,
2014; Cazorla Perfetti et
al., 2015)

Entamoeba dispar/ histolytica

Blattella germanica
Periplaneta americana
Periplaneta brunnea
Diploptera punctata

(Fotedar et al., 1991; Pai
et al., 2003; Tatfeng et al.,
2005; Kinfu and Erko,
2008; Hamu et al., 2014)

Entamoeba moshkovski

Blattella germanica

(Hamu et al., 2014)

Entamoeba thomsoni

Blaberus craniifer
Blatta orientalis
Periplaneta americana

(Lucas, 1927; Tsai and
Cahill, 1970; Briscoe,
1971)

Giardia duodenalis

Blattella germanica
Periplaneta americana

(Fernadez et al., 2001;
Hamu et al., 2014)

Gregarina blattarum

Blaberus craniifer
Blattella germanica

(Tsai and Cahill, 1970;
Briscoe, 1971)

Hexamita sp.

Parasphaeria boleiriana

(Brugerolle et al., 2003)

Hypotrichomonas blattarum

Archimandrita tessellata, Blaberus
atropos, B. craniifer, Blaberus sp.,
Blaptica dubia, Eublaberus sp.,
Gromphadorhina sp., Nauphoeta

(Céza et al., 2015)

cinerea
Todamoeba biitschlii Periplaneta americana (Fernadez et al., 2001)
Isospora belli Diploptera punctata (Tatfeng et al., 2005)

Leptomonas sp./spp.
(Trypanosomatidae)

Periplaneta americana

(Fernadez et al., 2001;
Cazorla Perfetti et al.,
2015)

Lophomonas blattarum

Blaberus craniifer
Blattella germanica
Periplaneta americana

(Tsai and Cahill, 1970;
Briscoe, 1971; Fernadez
et al., 2001; Martinez-
Girén and van Woerden,
2014; Cazorla Perfetti et
al., 2015)

Lophomonas striata

Blaberus craniifer
Blatta orientalis
Periplaneta americana

(Beams et al., 1959; Tsai
and Cahill, 1970;
Peregrine, 1974; Cazorla
Perfetti et al., 2015)

Monocercomonas sp.

Parasphaeria boleiriana

(Brugerolle et al., 2003)

Monocercomonoides
orthopterorum

Periplaneta americana

(Peregrine, 1974)

Monocercomonoides sp.

Parasphaeria boleiriana

(Brugerolle et al., 2003)

Nephridiophaga blatellae

Blattella germanica

(Tsai and Cahill, 1970)

Nyctotherus ovalis

Blaberus craniifer
Blatta orientalis
Periplaneta americana

(Lucas, 1927; Beams et
al., 1959; Tsai and Cahill,
1970; Briscoe, 1971,
Peregrine, 1974; Lalpotu,
1980; Cazorla Perfetti et
al., 2015)

Nyctotherus periplanatae

Periplaneta americana

(Lalpotu, 1980)

Polymastix indica

Polyphaga indica

(Krishnamurthy and
Sultana, 1978)

Polymastix sp.

Parasphaeria boleiriana

(Brugerolle et al., 2003)




Retortamonas blattae Blaberus craniifer (Briscoe, 1971)

Tetratrichomastix sp. Parasphaeria boleiriana (Brugerolle et al., 2003)
Toxoplasma gondi Periplaneta americana (Brenner, 2002)

Periplaneta australasiae

2. 3 Experimentalni infekce, diverzita a interakce trypanosomatid

s jejich hostiteli

Experimentdlni infekce potenciondlnich hostitelii parazity jsou nezbytné jak pro stanoveni
hostitelské specifity, tak i pro pochopeni mechanisml pfenosu paraziti. Vysoka (lizkd)
hostitelska specifita je definovédna jako schopnost parazita infikovat jednoho nebo nékolik
blizce ptibuznych druhli hostiteld. Naopak v Sirokém spektru hostitelskych druht se
nachdzi parazit s nizkou specifitou k hostiteli (Maslov et al., 2013). Experimentalni infekce
v laboratornich podminkdch dokazi odhalit nové vazby mezi hostitelem a parazitem.
MiZzeme tak zjistit, Ze paraziti jsou Casto mén¢ specifi¢ti neZ jak se puvodné jevilo
v ptirodnich podminkéch. Pfi experimentédlnich infekcich je pro sprdvnou interpretaci
vysledkil nutné se pokusit vytvorit co nejpodobnéjsi podminky pfirozenému prostredi, ve
kterém se hostitel nachdzi (Poulin and Keeney, 2008). V nékolika pokusech byl naptiklad
zaznamendan rozdil efektivity bunck z hostitele a z kultury. Pokud se larvy octomilek
n¢kolika riaznych druhti infikovaly buitkami Jaenimonas drosophilae ziskanych z tél jinych
nakaZzenych dospé€lych octomilek experiment se zdatil. AvSak v pfipad€ infekce kulturou
bungk, kterd byla ptiddna do potravy, se larvy otomilek nenakazily (Hamilton et al., 2015)
(viz kap. 2. 3. 1). Stejny vysledek byl zjistén 1 pfi uspé$né infekci larev blech Pulex
simulans suchym trusem s natrdvenou krvi a bunkami Blechomonas pulexsimulantis
ziskanych od infikovanych dospélych blech. Jestlize se ale do suché neinfekcni krve
pfidala kultura s blechomonddami larvy blech ziistaly bez infekce (Beard et al., 1989) (viz
kap. 2.3.2.1).

Hostitelskd specifita je ovliviiovdna schopnosti parazita ptizptsobit se prostiedi a
hostiteli. Pokud se parazit dokdze adaptovat k podminkdm, ve kterych se hostitel pfirozené
nachdzi, zvySuje se tak pravdépodobnost infekce novych potencidlnich hostitela ze
stejného prostiedi a dochdzi tak ke sniZeni specifity k jednomu hostiteli (Dick and
Patterson, 2007).

Uzk4 nebo naopak Siroka hostitelskd specifita byla v predchozich letech zjisténa u



n¢kolika druht jednohostitelskych trypanosomatid. Pivodni paradigma, Ze kazdy hostitel
mé svého specifického parazita, které bylo aplikovdno pfi taxonomii monoxennnich
trypanosomatid, se ukdzalo jako nevhodné (McGhee and Cosgrove, 1980; Podlipaev, 2000;
Podlipaev et al., 2004; Maslov et al., 2007; Votypka et al., 2010, 2012; Maslov et al., 2013;
Kozminsky et al., 2015).

Vysokd hostitelskd specifita jednohostitelskych trypanosomatid byla podporovéina
specifickymi interakcemi mezi dixennimi druhy a jejich hmyzimi vektory. U leishmanii
jsou  zaznamendny  specifické  komplexni  interakce  mezi  povrchovymi
lipofosfoglykanovymi (LPG) molekulami a galektiny na povrchu mikrovil stiedniho stieva
flebotomtu, které jsou nezbytné k dspéSnému vyvoji parazita. Napiiklad flebotom
Phlebotomus papatasi je schopen diky specifickym LPG piendset a podporovat vyvoj
pouze leishmanii Leishmania major (Pimenta et al., 1994; Kamhawi et al., 2004; Dostdlova
and Volf, 2012). V tomto specifickém vektorovi leishmanie L. major (vCetné obou
hybridnich kment) kolonizovali stomodedlni valvu a infekce pfetrvala do desatého dne,
zatimco leishmanie Leishmania infantum byly defekovany spolecné se zbytky krve a ve
flebotomech se nedokdzaly vyvijet. V permisivnich flebotomech Lutzomyia longipalpis se
vSechny kmeny leishmanii v dané studii naopak vyvijeli dobie (Volf et al., 2007).

Zatimco vyvoj dixennich trypanosomatid ve vektorovi vede k produkci infekénich
(napf. metacyklickych) stadii, u monoxennich zastupcii je hlavnim cilem udrZet se po cely
Zivot v hostiteli, ktery maximalizuje moznost ptfenosu do dalSich hostitelti (Kozminsky et
al., 2015). U nékterych jednohostitelskych druhti trypanosomatid byly také potvrzené
specifické interakce mezi jejich povrchovymi glykokonjugity a vhodnymi receptory ve
stievé omezeného spektra hostitelt. Trypanosomatida jsou v hmyzim hostiteli pfichycend
pomoci bi¢iku ke sténé celého stfeva nebo se nachdzi pouze v jedné konkrétni casti. Misto,
které preferuji pro pfichyceni je nejcastéji stfedni a zadni stfevo. Nékdy se mohou
vyskytovat i v Malphigickych trubicich nebo hemolymf¢ (Wallace, 1966; Smirnoff and
Lipa, 1970; McGhee and Cosgrove, 1980; Maslov et al., 2013; Frolov et al., 2017).

Jednohostitelské blastocrithidie Blastocrithidia triatomae kolonizuji epitel
sttedniho stieva, sténu zadniho stieva a rektum zdkeinice Triatoma infestans. Pti studiu
kolonizaci rektalni oblasti zdkeinice bylo zjiSténo, Ze bunky blastocritidii jsou pfichycené
v jiné Casti, nez kterou preferuji k adhezi ve stejném hostiteli dixenni trypanosomy
Trypanosoma cruzi (Schaub and Boker, 1986; Schaub et al., 1992). Specifické interakce
byly také zaznamenané mezi bi¢iky bunék monoxennich leptomonad Leptomonas wallacei

a perimikrovidlni membranou sekretovanou bunkami epitelu stfedniho stfeva a také mezi
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sténou zadniho stfeva fytofdgnich plosticek Oncopeltus fasciatus (Romeiro et al., 2003a).
Pti pasazi ze sttedniho do zadniho stfeva dochédzi ke zméné morfologie bunék leptomonad
a glykokonjugati na jejich povrchu. Ve stiednim stievé jsou buiiky Stihlé, vietenovité
protdhlé a maji dlouhé biciky. V zadnim stfevé pretrvava stdle vietenovity tvar ale
leptomonddy jsou kratsi a b¢hem priniku se na jejich povrch exprimuji nové
glykokonjugéty (napt. GS-I a HPA). S postupnym ptrechodem do rekta se buniky zakulacuji
(Romeiro et al., 2003b).

Neddvné studie hostitelské specifity doplnéné o vyzkumy biodiverzity odhalily
asociace mezi nékterymi velkymi hostitelskymi skupinammi (fddy) a hlavnimi klady
trypanosomatid. Naptiklad byl potvrzen urcity stupen specifity trypanosomatid rod
Herpetomonas (Podlipaev et al., 2004; Ty¢ et al., 2013) a Angomonas k hostitelskému fadu
dvoukftidlych. Vzacné zastupci obou rodil byli (morfologicky i molekularn¢) identifikovani
v plosticich (Heteroptera) a tyto ndhodné vyskyty se pficitaly jejich vysoké schopnosti
predace (Ty¢ et al., 2013). Také byly objevené mensi skupiny (typové jednotky/druhy)
trypanosomatid s hostitelskou specifitou na tdrovni celedé¢ nebo rodu. Leptomonady
Leptomonas pyrrhocoris byly izolovany ze stfeva ploStic celedi ruménicovitych
(Pyrrhocoridae) v Evropé, Stiedozemi, Stredni Americe, Africe i v Asii (Cing). V Evropé
se nejCastéji nachdzi v ruménici pospolné (Pyrrhocoris apterus). V Ghan€, Ekvdadoru,
Kostarice a Cin& byl vyskyt leptomondd potvrzen v ruménicich rodu Dysdercus (Votypka
et al., 2012b). Dalsi druh, ktery zatim nemd jméno a je oznacovan jako typova jednotka
Ch14 (v neotropické oblasti jako TU6/7) dosdhla globélni distribuce s relativné tzkou
hostitelskou specifitou. Tento druh byl nalezen pouze v ¢eledi nohaténkovitych (Alydidae)
v Asie 1 Ameriky (Maslov et al., 2007). V opa¢ném piipad¢ byla zaznamenéna u nékterych
druhti trypanosomatid Sirokd hostitelska specifita s kosmopolitni distribuci. Blastocritidie
(Blastocrithidia) zastoupené typovou jednotkou Chl se vyskytuji ve tfech hostitelskych
Celedi (nohaténkoviti, hlavénkoviti (Geocoridae) a knéZicoviti (Pentatomidae)) z Asie
(Votypka et al., 2010). Jako typova jednotka TU44 byly izolované z vroubenkovitych
(Coreidae) v neotropické oblasti (Maslov et al., 2007), zruménicovitych v Evropé
(Votypka et al., 2012b) a z hlavénkovitych, knéZicovitych, zakeinicovitych (Reduviidae),
Stitovkovitych (Scutelleridae) v Africe (Votypka et al., 2012). Nicméné tyto ptipady
poukazuji na nizkou hostitelskou specifitu trypanosomatid stdle v ramci fddu poloktidlych.
V nékterych piipadech mtze byt spektrum hostitela jeste¢ Sirsi. Naptiklad critidie Crithidia
confusa (TUS56) parazituji v plosticich (plostickoviti (Lygaeidae), zdketnicoviti) i

dvoukitidlych (bzucivky — Calliphoridae) (Votypka et al., 2012).
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Zastupci z tadt dvoukiidlych a polokiidlych byli upiednostnéni jako hostitelé
monoxennich trypanosomatid ziejmé praveé diky zpiisobu piijmu potravy. Jejich potrava je
bohatd na organické zdroje zasluhou kontaminace infikovanym trusem od nakazenych
hostitelt. BézZné u nich také dochdzi ke koprofégii, nekrofagii a predaci (viz kap. 2. 3. 2.
1). Ke zvySeni moZnosti pienosu trypanosomatid také piispiva Casté agregacni chovani pii
piijmu potravy typické pro dvoukiidlé nebo Zivot v husté lokdlni populaci polokiidlych
(Maslov et al., 2013). Predace je napiiklad béZnym jevem pravé u plostic, které se Zivi
jinym hmyzem. Nejcastéji jejich kofisti byvaji zastupci z fddu dvoukiidlych.
Experimentélni infekce mohou potvrdit, zda je hostitel specificky nebo pouze kumuluje
parazity z potravy. Napiiklad v zdketnicich Zelus leucogrammus byla potvrzena piitomnost
nekterych trypanosomatid pouze do chvile, kdy jim byly jako zdroj potravy podavany

mouchy, masarky a bzucivky (Carvalho and Deane, 1974).

2. 3. 1 Experimentalni infekce a studium hostitelské specifity

Jak je zminéno vySe, v prvni poloviné minulého stoleti byla problematika zaméfend na
hostitelskou specifitu trypanosomatid probirdna viceméné sporadicky. Pocate¢ni studie
vSechna trypanosomatida nalezend v doposud nepopsaném hostiteli identifikovaly jako
novy druh. Pomérné velkym uskalim v minulosti byla skutecnost, Ze se vSechny studie
spoléhaly pii uréovani jednotlivych druhil trypanosomatid na experimentdlni infekce a
morfologii, coZ s sebou vzdy neslo riziko zdmény. Stejné riziko tak hrozi i v ptipadé
experimentalnich infekcich pokud je hostitel nakazen vice druhy trypanosomatid a ty jsou
rozeznavany pouze mikroskopicky.

Naptiklad pro herpetomonadu Herpetomonas muscarum bylo pouZivano nekolik
odliSnych jmen. Teprve az experimentdlni infekce doplnéné morfologickou analyzou
odhalily, Ze se opakovan¢ jednalo o stejny druh, ktery byl nalezen v mouchich raznych
rodl a druhti (Hoare, 1923; Wenyon, 1926; Fantham and Robertson, 1927; Wallace, 1966).
Pro infekéni pokusy byly jako modelové organismy vybrany neinfikované laboratorni
kolonie bzucivky obecné (Calliphora erythrocephala), bzucivky zelené (Lucilia sericata),
bzucivky Cochliomyia macellaria, bzuCivky Phormia regina, mouchy domdaci (Musca
domestica) a masatky Sarcophaga bullata. Zatimco kolonie mouchy domdci vznikla z
(neinfikovanych) larev odebranych z koniského trusu, ostatni vySe zminéné druhy

pochazeji z laboratornich kolonii. Princip metody experimentdlnich infekci spocival v tom,

12



Ze vyizolovany obsah celého stfeva s bunnkami H. muscarum jednoho druhu hostitele byl
potravou pro ostatnich pét vySe uvedenych druhd. Vysledky téchto experimenti dokéazaly,
Ze isolat parazita z kteréhokoli druhu uvedenych much dokédze nakazit i ostatni druhy
(Becker, 1923a; b). Skute¢nost, ze druh H. muscarum ma nizkou hostitelskou specifitu,
dokdzaly i dalSi uspésné experimentdlni pokusy, pii kterych byly kulturou bunck
infikovany mouchy doméci, bzucivky Phormia regina, bzuc€ivky zlaté (Lucilia caesar) a
bzucivky zelené (Drbohlav, 1925).

Moucha doméci byla vybrana také jako modelovy organismus pro podobnou studii
tykajici se hostitelské specifity monoxennich trypanosomatid druhtt H. muscarum
a Crithidia luciliae, které byly piivodné izolovany z bzucivky zelené. Prostfednictvim
sterilnich smotkli vaty namoc¢enych do kultur obou druht trypanosomatid byly zdarné
infikované laboratorni chovy mouchy domdci. V ramci stejné studie byly provedeny jesté
pokusy infikovat kolonie koméra tropického (Aedes aegypti) a komara pisklavého (Culex
pipiens) kulturou bun¢k C. luciliae, ale k pfenosu infekce nedoSlo (Wallace and Clark,
1959).

Druh Herpetomonas muscarum byl na zdklad¢ odlisnych typt kinetoplasti pozdéji
rozdélen do dvou poddruhti — H. muscarum muscarum a H. muscarum ingenoplastis.
Mouchy domdci (ptivodni hostitelé H. m. muscarum) a bzucivky Phormia regina (pivodni
hostitelé H. m. ingenoplastis) byly experimentdln¢ infikované kulturami obou poddruhd.
V ptipad¢ poddruhu H. m. muscarum se v obou hostitelich vytvofila slabd infekce, ktera
trvala par dni. Usp&nost ndkazy poddruhem H. m. ingenoplastis v mouchich domécich
byla 45 % ale paty den byly viechny vzorky negativni’, zatimco 96 % bzugivek (P. regina)
bylo pozitivnich a délka infekce pfesdhla dvandct dni. Ve smiSené kultuie pievazovaly
2 98 % bunky poddruhu H. m. muscarum. Jednotlivé poddruhy herpetomonad se liSily ve
velikosti a tvaru kinetoplastu. Pfi pokusech infikovat bzuc¢ivky smiSenou kulturou byly v
hostitelich pfitomni oba poddruhy prvni dva dny. Zbylych dvacet dni se v bzucivkich
vyskytovaly pouze buiiky poddruhu H. m. ingenoplastis (Rogers and Wallace, 1971).

Dalsim zastupcem s hostitelskou specifitou pokryvajici razné druhy piislusSného
hostitelského rodu je nové popsany druh jednohostitelskych trypanosomatid Jaenimonas
drosophilae. Pivodné se jednalo o izoldt z octomilek Drosophila falleni. Experimentalni

infekce doplnéné molekuldrnimi analyzami odhalily schopnost druhu J. drosophilae

? Infekce poddruhem H. m. ingenoplastis by v mouchach domécich méla fungovat. Autofi tuto podivnost ale

ve svém C¢lanku nevysvétluji. Nezaznamenala jsem Zddny komentaf k tomuto jevu ani v dalSich ¢lancich.

13



infikovat Siroké spektrum fylogeneticky vzdalen¢ piibuznych hostiteld, a to i z odliSnych
podrodd. Cerstvé vylihlym (neinfikovanym) larvdam octomilek D. falleni (podrod
Drosophila), D. neotestacea (podrod Drosophila) a octomilek obecnych (D. melanogaster,
podrod Sophophora) (Clark et al., 2007; Miller, 2015) byla poskytnuta potrava obsahujici
bunikky druhu J. drosophilae ziskané z tél infikovanych octomilek. U larev vSech druht
exponovanych ndkaze se projevila velmi rychle pomérné silnd infekce, kterd u vétSiny
jedinct pretrvala do dospélosti. Pokud se larvdm octomilek pfidala do potravy kultura
bun¢k infekce byla piili§ slabd a kratkodobd. Pfi injikaci bun¢k do hemolymfy dospélcii
octomilky obecné doSlo k dhynu vSech jedincii. Nizkou hostitelskou specifitu i Siroké
geografické rozSiteni druhu J. drosophilae také prokazala zpétnd analyza sekvenci
trypanosomatid, které byly ziskané v piedchozich letech z velkého poctu octomilek
Drosophila ananassae odchycenych ve volné ptirodé na Havaji (Chandler and James,
2013). Naslednd molekuladrni studie ptivodné bliZe neurcenych trypanosomatid prokdzala,
Ze se jedna pravée o druh J. drosophilae (Hamilton et al., 2015).

Pti studiu hostitelské specifity Blastocrithidia euschisti, Blastocrithidia sp.,
Leptomonas leptoglossi a nékolika druhtt rodu Crithidia byly jednotlivé plosticky
Oncopeltus fasciatus intrarektdln¢ injikované buiitkami téchto trypanosomatid. Druhy
L. leptoglossi (ptivodné z vroubenky Leptoglossus phyllopus) a B. euschisti (pavodné
z knéZice Euschistus servus) se v plostiCkach nedokédzaly mnoZit a infekce nakonec
z hostitele vymizela. Naopak Sest morfologicky odliSnych druhti critidii (C. acanthocephali
z vroubenky Acanthocephala femorata, C. fasciculata z koméra pisklavého, C. luciliae
z bzulivky zelené, C. oncopelti z jiné kolonie plosticek Oncopeltus sp., Crithidia sp. ze
zéketnice Arilus cristatus a Crithidia sp. z ploStice Euryophthalmus davisi) se
v plostickdch intenzivné mnoZilo, ale nepfenesly se do dalSi generace. Infekce
trypanosomatidy Blastocrithidia sp. (ze zdkeinic Melanolestes picipes) se v plosti€¢kach
nejenom plné rozvinula, ale navic se dokdzala pfenést i do sedmi dalSich generaci.
Jednotlivé druhy trypanosomatid byly v plosti¢kach rozliSeny pouze morfologicky a mohlo
tak dojit k ziméné mezi jednotlivymi druhy (Hanson and McGhee, 1963). Pro dalsi
experimentdlni studii byly vyuZzity stejné kultury bunck critidii jako ve vySe zminéném
pokuse. Smotek vaty namoceny v jednotlivych kulturdch crithidii byl podan laboratornim
koloniim octomilek obecnych, potemnikti moucnych (Tenebrio molitor) a cvrékt domécich
(Acheta domesticus). Jednotlivé druhy critidii byly také injikovany do hemocoelu
potemniktl, cvr¢kl a octomilek Drosophila virilis. Ve vSech ptipadech se infekce zdafila a

piitomnost bun¢k v hostiteli byla morfologicky potvrzend; jedinou vyjimku tvofila
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perordlni infekce octomilek obecnych, ze kterych se ndkaza po prvnim tydnu vytratila
(Schmittner and McGhee, 1970). V nésledujicim experimentu byly pouzity Ctyfi druhy
jednohostitelskych  trypnosomatid:  B. euschisti  (z knéZice  Euschistus  servus),
C. acanthocephali (z vroubenky Acanthocephala femorata), C. luciliae (z bzucivky zelené)
a C. mellificae (z vCely medonosné (Apis mellifera)). Bunky z kultur jednotlivych druha
byly intrarektdln€ injikované do tfettho a ctvrtého nymfalniho instaru laboratorné
chovanych krevsajicich zdketnic Triatoma infestans a Rhodnius prolixus. Podobné jako
v predchozich  studiich bylo mikroskopicky potvrzeno, Ze trypanosomatida
v experimentdlnich hostitelich pfezivaji a ve vétSin¢ piipadi se silné¢ mnozi dokonce i dva
meésice po infekci (Hanson et al., 1968).

Zaketnice velmi casto napadaji jakykoli hmyz, ktery vysdvaji svym dlouhym
sosdkem (proboscis). V piirod€ jsou to nejcastéji zastupci dvoukiidlych (Carvalho and
Deane, 1974; Schaub et al., 1989). Ve stfevnim traktu zakeinic Zelus leucogrammus byly
opakované¢ morfologicky identifikovdny bunky Blastocrithidia triatomae, Crithidia
luciliae, Herpetomonas muscarum a Leptomonas sp. Po odchytu z ptirodnich podminek se
v izolované populaci zdkeinic dokdzal Sitit pouze druh B. triatomae a ostatni monoxenni
trypanosomatida se postupné¢ vytracela. Pokud byly zdkeinice z chovu krmené
odchycenym hmyzem (pfedev§im mouchami, masatkami a bzucivkami), okamzité v nich
byla potvrzena pritomnost bunék C. luciliae a H. muscarum. HmyzoZravé zdkeinice tedy
mohou byt diky predaci docasnymi hostiteli pro trypanosomatida, kterd kumuluji z potravy
(Carvalho and Deane, 1974).

Pro porovnéni hostitelské specifity a intenzity infekce trypanosomatidami s/bez
endosymbionti byli komafti tropi¢ti (Aedes aegypti) infikovani kulturou bunék
Strigomonas culicis (ptivodné izolovanymi ze zdkeinice 7. infestans). V neddvné dob¢ byl
tento druh sendosymbiontem pfefazen z puvodniho rodu Blastocrithidia do nové
vytvoteného rodu Strigomonas (Brum et al., 2014). Do kultury byly namoceny kousky
vaty, na kterych pak vyhladovéli komaii séli. V obou piipadech se infekce zdafila a byla
potvrzend nizka hostitelska specifita. Kmeny S. culicis s endosymbionty se ve stieve
komara dokonce velmi ochotné mnoZzily (Fampa et al., 2003).

Od vyse zminénych experimentdlnich studii se odrazil vyzkum hostitelské specifity
druhit Crithidia bombi a Crithidia mellificae. Tyto druhy pfedstavuji jednohostitelska
trypanosomatida, kterd byla dlouhou dobu povazovdna za jedind nalezend ve svych
hostitelich — ¢meldcich, v ptipad¢ druhu C. bombi (Gorbunov, 1987) a vcelach, v ptipadé

druhu C. mellificae (Langridge and McGhee, 1967). O n¢kolik let pozdé&ji byl ve vcelach i
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¢meldcich potvrzen vyskyt dalSich jednohostitelskych trypanosomatid. V ¢melacich byly
nalezené critidie Crithidia expoeki (Schmid-Hempel and Tognazzo, 2010) a ve v¢el4ch byl
zachycen druh Lotmaria passim (Schwarz et al., 2015). Pro studium hostitelské specifity
druhti C. mellificae a C. bombi byly z volné Zijicich kolonii odebrané vcely medonosné a
¢meldci zemni (Bombus terrestris, poddruh dalmatinus). Dospélci i pravé vylihli jedinci
obou druhti byli mikroskopicky vySetfeni na pfitomnost trypanosomatid. Vcely staré deset
dni a ¢meldci ve véku osmi dni umisténi do sterilnich box0 byly infikovdni pies
kontaminovanou potravu. V¢elam byl poddn cukerny roztok smichany s trusem, ktery
obsahoval bunky druhu C. bombi. Trus byl ziskdn od ¢meldkti zemnich dalsiho poddruhu
(B. terrestris audax). Cmeldci byli infikovani cukernym roztokem smichanym s
homogenizovanymi zadnimi stievy (proctodeum) vc¢el medonosnych pfirozené
infikovanych a obsahujicich buniky druhu C. mellificae. Po infekci v riiznych intervalech
bylo vypitvané stievo vcel a trus ¢meldkli mikroskopicky zkontrolované. I pies schopnost
C. bombi infikovat vice druhli ¢meldkii (Shykoff and Schmid-Hempel, 1991; Durrer and
Schmid-Hempel, 1994; Schmid-Hempel, 1998) a ekologickou podobnost a fylogenetickou
piibuznost (Cardinal and Danforth, 2011) ¢meldkt s v€elami medonosnymi, nebyla tato
dostacujici pro zkiiZené infekce mezi t€mito hostiteli. Autofi oznacili druhy C. mellificae a
C. bombi za trypanosomatida s vysokou hostitelskou specifitou na udrovni tribi (Apini,
Bombini) (Ruiz-Gonzilez and Brown, 2006). Je ale otdzkou, zdali tyto druhy critidii
opravdu vykazuji uvedenou vysokou specifitu ke svym hostitelim, protoZe v minulosti
byla dokdzand naopak nizka hostitelska specifita C. mellificae (viz vySe) pfi
experimentdlnich infekcich se zdketnicemi 7. infestans a R. prolixus (Hanson et al., 1968).

Omezend hostitelska specifita byla také experimentdlné¢ potvrzena u neddvno
objeveného druhu Sergeia podlipaevi, ktery byl plvodné nalezen v malpighickych
trubicich tiplikG Culicoides festivipennis (podrod Oecacta) a Culicoides truncorum
(podrod Oecacta). Vzdalené¢ piibuzni tiplici Culicoides nubeculosus (podrod
Monoculicoides) byli experimentdln¢ infikovani buiikami S. podlipaevi bud’ sdnim na
smotku vaty namoceného do kultury, nebo krvi pies membranu. Infekce byla dspesna
v obou piipadech sani (Svobodova et al., 2007).

PrestoZze v nékolika pfipadech bylo odhaleno, Ze jednohostitelskd trypanosomatida
maji pomérné Siroké spektrum hostiteld, existuji i dikkazy o specifickych interakcich. Druh
Blechomonas pulexsimulantis (ptefazeni z rodu Leptomonas do rodu Blechomonas viz
Votypka et al., 2013) izolovany z blechy Pulex simulans potvrdil vysokou hostitelskou

specifitu. Pfi experimentdlnich infekcich byly pravé vylihlé larvy blechy kocici
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(Ctenocephalides felis) z 1aboratorniho chovu infikovany trusem blechy P. simulans, které
byly odebrany z volné€ Zijictho psa. Pro kontrolu, zda je trus infek¢ni, byly infikované i
larvy blech P. simulans. Vsechny larvy se nechaly zakuklit a infekce se zkoumala az
u dospélych jedinc. Zatimco infekce v pfipadé dospélych blech P simulans byla
potvrzend, vSechny blechy koci¢i byly negativni a druh B. pulexsimulantis tak prokazal

svou vysokou hostitelskou specifitu (Beard et al., 1989).

2. 3. 2 Experimentalni infekce a zpiisob pienosu jednohostitelskych trypanosomatid

Virulence a zpiisob pfenosu jsou rozhodujicimi faktory, které urcuji vztahy mezi hostitelem
a parazitem. Obecné existuji dva zplsoby pfenosu parazitl mezi hmyzimi hostiteli:
a) horizontalni, ve kterém dochdz{ k pfenosu mezi dvéma jedinci, a to bud’ z hostitele na
hostitele, nebo z hostitele nejprve do prostfedi a teprve odtud do dalsiho hostitele;
b) vertikalni, ve kterém je parazit pfenasen z rodi¢e na potomstvo (Goertz et al., 2007;

Erler et al., 2012).

2. 3. 2. 1 Horizontalni zpusob pi‘enosu

Horizontdlni pfenos je nejbeZnéjsi zplisobem Sifeni jednohostitelskych trypanosomatid
mezi hostitelskym hmyzem. Ne¢kolik autorG (viz niZe) potvrdilo experimentalnimi
infekcemi pfenos trypanosomatid horizontélni cestou, ke kterému dochézi prostfednictvim
kontaminace prostfedi 1 potravy infekénimi stadii (bi¢ikovci nebo pseudocystami),
koprofagie (pozivani trusu), nekrofiagie (poZivani uhynulych tél hmyzu), kanibalismu
(pozivani jedinci vlastniho druhu) a predace (dravého zptsobu Zivota, pozivani ulovené
kofisti).

Pfenos monoxennich trypanosomatid pfes kontaminovanou potravu je casto
umoznén fytofdgnim hmyzem. Ne&kolikrdt byl potvrzen ptenos dvouhostitelskych
trypanosomatid rodu Phytomonas prosttednictvim plostic, které saji rostlinné $tavy, plody
a semena. V ovocnych plodech byl ale také zaznamenidn vyskyt zdstupcti rodu
Herpetomonas, Leptomonas a Crithidia (Catarino et al., 2001; Marin et al., 2007; Zanetti et
al., 2016).

Pii kontaminaci prostiedi je zapotiebi, aby se Zivotni cyklus parazita
synchronizoval s hostitelovym, resp. aby se ve stejnou dobu nachédzela infekéni stidia
trypanosomatid na stejném mist¢ jako vajicka, larvy, kukly nebo dospélci dalsich

potencidlnich hostitelt. Kontinuita Zivotnich cykli je pravdépodobné nejsnadnéji dodrzena
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ve vlhkém ¢i vodnim prostiedi, které je u nekterych druht hmyzich hostitelii nezbytné pro
jejich vyvoj a zdroven je vhodné pro buiky trypanosomatid (McGhee and Cosgrove,
1980). Jedinou piekazkou je zde zimni obdobi, kdy je nutné preckat diapauzu v hostiteli a
prenést se do jeho dalsi generace. Naptiklad v bruslatkdch Gerris odontogaster (Tieszen
and Molyneux, 1989) nebo ¢melédcich zemnich (Brown et al., 2003) byla potvrzena
schopnost trypanosomatid preZit hibernaci a infikovat dal${i hostitelé.

Vramci studie hostitelské specifity druhu Herpetomonas muscarum bylo
experimentalné dokdzané, Ze mouchy vyhledavaji vlhké prostfedi pro kladeni vajicek,
které zaroven kontaminuji trusem. V pfirozenych podminkdch byly pozorované mouchy
doméci, masarky (Sarcophaga) i bzucivky (Calliphora, Cochliomyia, Lucilia i Phormia)
pii kladeni vaji¢ek i uvoliiovani trusu do vlhkého masa, které je pro né zaroven zdroj
potravy. Pro potvrzeni tohoto zplsobu pfenosu trypanosomatid mezi mouchami byl
proveden laboratorni experiment, pii kterém infikované bzucivky (Lucilia) kontaminovaly
trusem s bic¢ikovci krysi maso, na kterém se Zivily. Do nadoby s takto infikovanym masem
byly poté umisténé neinfikované bzucivky (Lucilia a Phormia) a masaiky, u kterych se po
dvandcti dnech potvrdila infekce (Becker, 1923b). Podobnym zptsobem vyuzivaji patrné
vlhké prostiedi pro ptenos parazita Herpetomonas megaseliae i mouchy hrbilky Megaselia
scalaris, které v experimentu kladly vajicka do vlhkych podestylek morcat (Daggett et al.,
1972).

Prostfednictvim kontaminace potravy dochdzi k pfenosu jednohostitelskych
trypanosomatid Crithidia bombi mezi ¢meldky Bombus spp. pii spoleCném opylovani
kvéth. Pii opylovdni ¢meldci uvolnuji infikovany trus, ktery se dostdvd do kvéth
s nektarem. V rdmci experimentdlnich infekci byly neinfikované délnice ¢meldkt hijovych
(Bombus lucorum) a ¢melakd zemnich (Bombus terrestris) umisténé do sterilnich boxi
s hadincem obecnym (Echium vulgare), jehoz kvéty byly pfedtim kontaminované bunikami
C. bombi: krostlinam se bud’ umistili infikované délnice ¢melakd, nebo se do kvétu
pomoci mikrokapilary aplikoval infek¢éni cukerny roztok namisto nektaru. V obou
piipadech se vnitrodruhovy pienos critidii mezi d€lnicemi zdafil (Durrer and Schmid-
Hempel, 1994). V dalsi studii byl v experimentdlnich podminkach studovan potencidl vcel
medonosnych (A. mellifera) fungovat jako (pasivni) prenaSeci ¢melaciho druhu Crithidia
bombi. Vcely po infekci cukernym roztokem s piimési trusu C¢meldki zemnich
(B. terrestris poddruhu audax) dokadzaly ve svém stievé udrzet infekci nespecifickym
parazitem po dobu péti dni. Bunky crithidii sice nedokdzaly ve vCeladch vytvofit stabilni

dlouhodobou infekci, ale byly schopné i po priichodu jejich travicim traktem nakazit
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¢meldky. Kromé¢ toho zptsobu dokdZou zfejmé vcely v piirodé piendset i ¢mel4ci crithidie,
které se ndhodné dostanou na koncetiny ¢i chloupky jejich téla po kontaktu
s kontaminovanymi rostlinami (Ruiz-Gonzélez and Brown, 2006).

Ptenos pfes vodu byl potvrzen experimentdlnimi infekcemi u druhti Blastocrithidia
gerridis a Crithidia flexonema, jejichZz bicikatd stddia byla izolovéna z trusu vodnich
plostic, bruslaiky obecné (Gerris lacustris) a bruslaiky Gerris odontogaster, které se
permanentné vyskytuji na hladiné vody. Oba druhy trypanosomatid se GspéSné pienesly
z ptirozené¢ infikovanych dosp€lcii bruslatky obecné (G lacustris) do dospélych
i nymfalnich stadii bruslafek stejného druhu pochdzejicich z (neinfikovaného)
laboratorniho chovu, a to pravé prostfednictvim kontaminace vodniho prostiedi trusem
infikovanych jedincii. V dalSim pokusu byla potvrzena infekce laboratorni kolonie
bruslaiky obecné kulturou bunék C. flexonema, kterd byla ptiddna do vody k bruslaikdm
po dobu dvou hodin (v piipad€ B. gerridis byl tento zplsob pfenosu netspésny) (Tieszen
and Molyneux, 1989). Stejnym zpisobem byla provedena experimentdlni infekce larev
komart Culiseta incidens trypanosomatidy Crithidia fasciculata. Infekce se vytracela
ihned po svlékani a znovu se objevovala v nésledujicim larvalnim instaru. Posledni larvalni
instar se po ndkaze zakuklil a infekce pfetrvala az do dospé€lého stadia. V laboratornich
podminkach bylo také prokdzano, Ze dospé€lci komért v rdmci kolobéhu infekce zase
kontaminuji vodni prostfedi, ve kterém se nachdzi larvy a to bud trusem, nebo
rozkladajicimi t€ly po thynu (v pfirod¢ jsou pravdépodobné mozné oba zpusoby) (Clark et
al., 1964). Dalsi experiment dokézal, Ze infekce se mezi bruslatkami obecnymi muze Sifit i
kanibalismem nebo nekrofdgii. Laboratorn¢ chované nymfy druhého instaru poZiraly
mechanicky poskozend téla infikovanych dospélcii. Kanibalismus ¢i nekrofagie byly u
bruslaiek né€kolikrat pozorovény 1i v pfirodnich podminkédch, a to predev§im v jarnim
obdobi, kdy se dospélé plostice po pfezimovani pafi, samice kladou vajicka a hynou.
V ramci této studie byla potvrzena pfitomnost trypanosomatid (B. gerridis i C. flexonema)
v dospélych bruslairkdch G. odontogaster po hibernaci, coz vysvétluje nejvyssi miru
infekce na ptrelomu kvétna/Cervna. Kromée zvysSené moznosti kanibalismu a nekrofagie se
navic do vody uvoliuji trypanosomatida z tél uhynulych bruslafek (Tieszen and Molyneux,
1989).

U druhu B. gerridis izolovaného ze stfeva bruslarky rybni¢ni (Gerris paludum)
a bruslatky G fossarum byla zaznamendna tvorba cystickych forem, které se spolu
s trusem dostavaji do vody a zachytdvaji se na listech vodnich rostlin. Tento typ pseudocyst

se tvoii v rektdlni oblasti hostitele, kde se buiika dvakrat déli a u (Ctyf) noveé vzniklych
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bun€k dochdzi k degeneraci biciku a tvofi se z nich tenkosténné pseudocysty. Podobné
cystické formy bunék byly také nalezeny u druhu Leptomonas jaculum, ktery parazituje
v travici soustavé splestule blativé (Nepa cinerea) (Porter, 1909a; b).

Pseudocysty vyskytujici se u nékterych trypanosomatid (zejména rodu
Blastocrithidia) jsou relativné¢ velmi odolné amastigotni formy bunc€k (oznacované jako
tzv. ,,straphanger*) pfizptisobené pro pienos infekce mezi hostiteli mimo vodni prostfedi.
Nejedna se o cysty v pravém slova smyslu, protoZe jejich povrch chrani ,pouze zesilena
pelikula. Vné&jsi sténa, kterd béZn¢ pokryva cysty jinych prvoki, zde chybi (Gibbs, 1947,
1950; McGhee and Hanson, 1962; Reduth and Schaub, 1988). Ptesto bylo prokdzéano, ze
pseudocysty Blechomonas pulexsimulantis v suchém trusu hostitele dokaZzou zachovat
infek¢éni schopnosti po dobu dvou mésici (Gibbs, 1947) a v ptipad€ Blastocrithidia
triatomae dokonce po tii roky (Schaub and Pretsch, 1981). Ultrastruktura pseudocyst
jednotlivych trypanosomatid neni zcela jednotnd. Silnd plazmatickd membrdna u druhil
Blechomonas pulexsimulantis a B. ctenocephali obsahuje jemné spiary a na rozdil od
cystickych forem Blastocrithidia triatomae 1 zietelné subpelikularni mikrotubuly
(Molyneux and Croft, 1980; Peng and Wallace, 1982; Reduth and Schaub, 1988; Beard et
al., 1989). Skutecnost, Ze pseudocysty jsou rezistentni viii vysychani, zvySuje moznost
Siteni jednohostitelskych trypanosomatid mezi hmyzimi hostiteli prostfednictvim
koprofagie a kontaminace vnéjSiho prostiedi.

Koprofagie jako zplsob pifenosu jednohostitelskych trypanosomatid, pii kterém
hostitel pozie spolu strusem i buiiky parazita (v€etné pseudocyst), byla studoviana u
nckolika skupin hostitelského hmyzu. Prostiednictvim experimentdlnich infekci bylo
dokdzdno, Ze se blechy psi (Ctenocephalides canis) infikuji parazity Blechomonas
ctenocephali (syn. Leptomonas ctenocephali (Podlipaev, 1990; Votypka et al., 2013))
beéhem larvalniho stadia. Trus dospélych blech je pro larvy do jisté miry hlavnim potravnim
zdrojem. Nové¢ vylihlé larvy byly experimentdln¢ infikované suchym trusem s natrdvenou
krvi a bunkami blechomondd dospélych blech odchycenych ze psa. Zatimco ve stfednim
sttevé (mesenteron) larev se nachdzi pouze volné pohyblivi dé€lici se promastigoti, tak
v zadnim stfevé jsou bunky permanentné piichycené ke sténé. Ptichyceni bi¢ikovci brzy
za¢nou podléhat encystaci a tvoii se zde velké mnozstvi amastigotnich (pseudocystickych)
stadii. U dospélych blech je typicky vyskyt promastigoti a pseudocyst pouze v zadnim
sttevé a rektu (Wenyon, 1926; Gibbs, 1947). Stejnym zplsobem (pies suchy trus volné se
vyskytujicich blech) se infikovali larvy blechy Pulex simulans (z laboratorniho chovu)

bunikami parazita Blechomonas pulexsimulantis. Potvrzenim vyznamu pseudocyst B.
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pulexsimulantis v prenosu paraziti byla skutecnost, Ze se infekce objevila v 94 %
dospélych blech, jejichz larvy byly infikované suchym trusem s blechomonddami.
V ptipad¢ ndkazy larev suchou psi krvi s ptimési bun¢k blechomonad z kultury se pfenos
nezdaril (Beard et al., 1989).

Ke kontaminaci pidy infek¢nim trusem dochdzi velmi Casto pii kladeni vajicek.
Dosp¢lé samice plostic Cenaeus carnifex kladou vajicka do pidy a zdroven defekuji. Prvni
nymfalni instary se v pfirodé¢ pravdépodobné lihnou pod zemi, kde jsou v kontaktu
s pseudocystymi trypanosomatid z trusu dospélcii. Pro ovéfeni zplsobu pienosu
trypanosomatid Blastocrithidia familiaris (syn. Crithidia familiaris — (Podlipaev, 1990)) se
desinfekci oSetfend vajicka plostic C. carnifex umistila do nddoby se sterilni zeminou. Do
substratu se poté ptidal obsah vypitvanych zadnich stiev dospélych plostic, kterd
obsahovala velké mnoZstvi pseudocyst. U vétSiny jedincti druhého nymfalniho instaru byla
infekce potvrzend. V hojném poctu a dokonce ve form¢ pseudocyst se nachdzely v zadnim
stieveé a rektu nymfélnich stadif (stejné jako u dospé€lct). V pocatcich infekce byly vSechny
bunikky ve form¢ epimastigotli, ale pseudocysty se tvofily pouze z promastigoti. Pozdéji
jsou v zadnim stfevé a rektu pouze promastigoti, k jejichz biciku je piichyceno az pét
amastigotnich forem (Gibbs, 1950). Formovani pseudocyst bylo zaznamenané i u druhu
Blastocrithidia papi v malpigickych trubicich ruménice pospolné (Pyrrhocoris apterus).
Pre-cystickd stddia jsou zde pfipojena k bi¢iku ,,matefskych® epimastigotii vétSinou po
trojicich (Frolov et al., 2017).

Na rozdil od ptfedchozich experimentli, laboratorni pfenos trypanosomatid
Leptomonas oncopelti z dospélych do nymfélnich stadii plosticek Oncopeltus fasciatus
upozornil na piitomnost pseudocyst pouze v trusu dospélci. Vajicka odebrana
z neinfikované laboratorni kolonie plostic byla umisténa do chovu infikovanych dospélcii
stejného druhu. PtestoZe infekce byla opakované potvrzend (pitvou) u nymf, nikdy se
buniky leptomondd (a pseudocyst) neobjevily v rektu nebo jejich trusu. Teprve v okamziku,
kdy nymfélni stadia dospé€la a jejich travici trubice se zcela vyvinula, sestoupili paraziti do
rekta. V rektu dospélych plosticek se velmi Casto nachdzely tfi nebo Ctyfi pseudocysty
pfichycené k biciku promastigotli a tvorba pseudocyst byla pozorovana uz ve stfednim
stitevé (McGhee and Hanson, 1962).

Koprofigie a také kanibalismus jsou dulezité potravni strategie pro prenos
trypanosomatid mezi nékterymi krevsajicimi ploSticemi z Celedi Reduviidae. Mezi
zéketnicemi Triatoma infestans se prenasi prostiednictvim koprofagie ptivodce Chagasovy

choroby — dixenni druh Trypanosoma cruzi (Schaub, 1988) a také monoxenni druh
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Blastocrithidia triatomae (Schaub et al., 1989). Pro T. cruzi je to pouze dopliujici zptisob
pfenosu, hlavni je pfes sdni zdkefnic na obratlovcich (Noireau et al., 2009). Experimentalni
vys§i v ptipad€ B. triatomae oproti T. cruzi. Pravdépodobné je to nésledek schopnosti
jednohostitelskych trypanosomatid tvofit pseudocysty, které se vyskytuji v hojném poctu v
trusu infikovanych plostic. V pfenosu B. triatomae je koprofagie nejucinnéjsi, pokud je
trus Cerstvy. PiestoZe si pseudocysty dokdzou udrzet infekénost ve vnéjSich podminkéch az
tfi roky (Schaub and Pretsch, 1981), ndkaza suchym trusem je v pfirodé pravdépodobné
moznéa pouze pii vetSim mnoZstvi trusu a trypanosomatid. Patrné i povrch hostitele, na
kterém zdkeinice saji, je vhodny pro prenos infekce. Pii spolecném experimentdlnim sani
infikovanych a neinfikovanych zédkeinic 7. infestans na stejném kufeti z laboratorniho
chovu doslo ke kontaminaci kiiZe i pefi infikovanym trusem. Kontaminace byla dostate¢na
pro pienos blastocritidii mezi zdkefnicemi (Schaub et al., 1989; Schaub and Jensen, 1990).

Kanibalismus je Casto pozorovany jev mezi agresivnimi druhy plostic, a to jak
v prirodé, tak v laboratornich podminkdch. Pii experimentédlnich infekcich krevsajici
zéketnic Dipetalogaster maxima bylo agresivni chovani sledovdano u vyhladovélych
nymfalnich stadii. Nejprve se prvni nymfalni instary infikovaly pseudocystami
B. triatomae sdnim pfes membranu a nechaly se svléknout se do druhého instaru. Poté
k nim byly pfidané neinfikované a vyhladovélé prvni nymfalni instary, které ihned zacali
sat na infikovanych jedincich. Kanibalistické plostice vétSinou pfi ttoku vysavaji pouze
obsah Zaludku (pfipadn€¢ hemolymfu) a napadeny jedinec (druhd plostice) pieziva. Toto
chovani bylo ¢asto pozorované v koloniich zdkeinic D. maxima a sporadicky u zdkeinic 7.
infestans (Schaub et al., 1989). Stejny postup kanibalistického chovédni v piirod¢ i
laboratornim chovu voli i ploStice Cenaeus carnifex. Pti experimentalnich infekcich bylo
potvrzeno, Ze promastigoti 1 pseudocysty Blastocrithidia familiaris se vyskytovaly ve
sttevé napadené i utocici plostice (Gibbs, 1950). Kanibalismus byl velmi ¢asty, a to i ptes
dostatek jiné potravy, vchovu zdkefnic Zelus leucogrammus. Prostfednictvim
experimentdlnich infekci se zjistilo, Ze se mezi populacemi téchto zdketfnic Sifi
trypanosomatid Blastocrithidia triatomae galvaoi pravé pomoci kanibalismu (Carvalho
and Deane, 1974). Také v rdmci populace ruménice pospolné (Pyrrhocoris apterus) se jiz
mezi nymfami pfendsi druh Blastocrithidia papi. Experimentdlni infekce potvrdily, Ze se

nymfy infikuji od dospélcii pomoci nekrofagie ptipadné koprofagie (Frolov et al., 2017).
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2. 3. 2. 2 Vertikalni zptisob pi‘enosu

Pro dspésny vertikdlni pfenos (podobné jako horizontdlni pfenos, viz vySe) je zapotiebi
adaptace parazita k podminkdm prostiedi, ve kterych se hostitel pfirozené naléza (Solter,
2006). Pro setrvéni parazita v populaci hostitelského hmyzu, ktery migruje (napft. plosticka
O. fasciatus), mize mit vertikdlni pfenos zdsadni vyznam (Dias et al., 2014).

Vertikalni zptisob pfenosu existuje ve dvou forméch — (i) transovaridlni, pfi kterém
se parazité piendsi pres ovaria do vajiCek a (ii) transovum, v némz se buiky parazita
dostanou na povrch vajené skotdpky, jejiz zbytky se stanou prvni potravou pro vylihlé
larvy nebo nymfy (Dias et al., 2014).

V minulosti byl transovaridlni pfenos monoxennich trypanosomatid mezi
bezobratlymi hostiteli nékolikrat navrzen, ale doposud jej nikdo nepotvrdil. Nékteré studie
popisuji vyskyt jednohostitelskych trypanosomatid ve vajecnicich samicek hostitele.
Napiiklad buniky Blastocrithidia gerridis byly nalezené ve vajeCnicich velkého procenta
dospélych samicek bruslatek rybnicnich (Gerris paludum). Bi¢ikovci byli dokonce spatfeni
pti aktivnim pronikdni pfes sténu stfeva do vajecnikt. Stejny jev byl pozorovan pfi infekci
vajecniki splestule blativé (Nepa cinerea) trypanosomatidy Leptomonas jaculum. Autorka
uvadi, ze infekce sice byla v obou piipadech nalezena ve vajeCnicich hostitele, ale ve
vajickach se buiiky trypanosomatid nevyskytovaly. Paraziti zfejmé podléhaji degeneraci ve
vajecnicich a transovaridlni pienos je tak znemoznén (Porter, 1909a; b). V rozsahlé studii,
pii které byl zkoumdn ptenos trypanosomatid Blastocrithidia gerridis a Crithidia
flexonema mezi bruslatkami obecnymi (Gerris lacustris) rovnéZ nebyl transovaridlni
pfenos potvrzen. Zadné buiiky trypanosomatid nebyly nalezené ve vajeénicich ani ve
vajickdch bruslaiek (Tieszen and Molyneux, 1989). Naopak v genitdlnim traktu
(vajeCnicich i vejcovodech) zdketnice Zelus leucogramus byli velmi Casto nalézani
bi¢ikovci Blastocrithidia triatomae galvaoi v rozetach. Dokonce i v rdmci experimentu, pfi
kterém byl desinfikovan povrch vajicek, se potvrdila infekce u 14 % vylihlych nymf.
Povrchova desinfekce ale zfejmé nebyla dostateCnd a na povrchu vajecnych skotapek
zustaly odolné pseudocysty (po kontaminaci trusem), kterymi se vylihlé nymfy zdketnic
nakazily. Piesto ale nebyla moZnost transovaridlniho pfenosu vyvracena (Carvalho and
Deane, 1974). Vramci experimentdlnich infekcich jsou casto zakldddny neinfikované
kolonie hostitelil z vajicek, kterd byla odebrdna infikovanym dospélcim. Nasledné jsou
povrchové desinfikovdna (napf. oplachnuta 10% formalinem, destilovanou vodou apod.)
a/nebo umisténa do sterilnich podminek. Ve vétSin¢ piipadl byly vylihlé larvy/nymfy bez

infekce, coZ nepiimo dokazuje neexistenci transovaridlniho pfenosu (Hanson and McGhee,
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1963; Daggett et al., 1972; Bailey and Brooks, 1972; Schaub et al., 1989; Tieszen and
Molyneux, 1989; Beard et al., 1989).

Naopak moznost pienosu prostiednictvim kontaminace povrchl vajicek trusem
s trypanosomatidy zminuje fada autora (Gibbs, 1950; Carvalho and Deane, 1974; Schaub
et al.,, 1989; Schaub and Jensen, 1990). Poprvé byla existence vertikdlniho pfenosu
potvrzena ve formé& transovum u trypanosomatid Leptomonas wallacei, jejichZ pseudocysty
(amastigoti) byly nalezeny na povrchu vajecnych skotfdpek plostiCky Oncopeltus fasciatus.
Experimentalni studie potvrdily, Ze samice plosticek (vzhledem k blizkosti kladélka a
fitniho otvoru) pti kladeni kontaminuji povrch vajicek pseudocystami. Vylihlé nymfy, které
se Zivi zbytky vajecnych skofdpek, se tak okamzit¢ infikuji. Pokud byl pfedtim povrch
vajecnych skotfdpek desinfikovan, vylihlé plosticky byly na pfitomnost trypanosmatid
negativni (Dias et al., 2014). Stejnym zplsobem byl potvrzen transovum pienos
trypanosomatid Blastocrithidia papi v populaci ruménice pospolné (Pyrrhocoris apterus)

(Frolov et al., 2017).

2. 4 Ultrastruktura biciku trypanosomatid

Vzhledem k malé velikosti bunék trypanosomatid je detailni analyza jejich ultrastruktur
zdavisld predev§im na vySetfeni tenkych fezli pomoci elektronové mikroskopie.
V eukaryotické bunce trypanosomatid (viz obr. 2. 4. 3) se nalézaji typické organely,
kterymi jsou jadro s jadérkem, ribosomy, endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat,
vakuoly, mitochondrie a cytoskelet. V bunkéich trypanosomatid byly navic objevené
unikétni organely, ve kterych probihaji glykolytické procesy, a proto byly oznacené jako
glykosomy. Dal$imi jedineCnymi a typickymi strukturami jsou subpelikuldrni mikrotubuly
(MT) pod cytoplazmatickou membranou, filamentdrni sit’ uvniti bi¢iku a kinetoplast
(McGhee and Cosgrove, 1980; de Souza, 2008).

V ramci této DP se zabyvam zejména vySkou kinetoplastu, ultrastrukturou bi¢iku a
periflagelarni kapsy. Subpelikularni MT se nachdzi v podélné tad¢ tésné¢ pod
cytoplazmatickou membranou buiiky. Celkovy pocet je variabilni ale vzdalenost mezi
jednotlivymi subpelikularnimi MT je konstantni, a to patrn¢ zasluhou jemnych
filamentarnich spojii. U bun¢k Wallacemonas collosoma byly potvrzené i spoje mezi MT a

cytoplazmatickou membranou (Linder and Staehelin, 1977; Kostygov et al., 2014).
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V misté, kde se tvoii periflagelarni kapsa nékteré subpelikularni MT kon¢i, jiné méni smér
a s ur¢itym odstupem od membrany periflagelarni kapsy pokracuji (Preston, 1969; Paulin
and McGhee, 1971).

Buriky trypanosomatid maji jednu velkou mitochondrii jejiz soucésti je kinetoplast.
Jednd se o specificky tusek se siln¢ nahromadénou DNA v podobé¢ sit€ vzdjemné
propojenych malych (minikrouzkli) a velkych (maxikrouzk®) kruhovych molekul
(Vickerman, 2000; Lukes et al., 2002). V blizkosti kinetoplastu se nachdzi bazélni télisko
(s probazalnim t&liskem”) jediného biciku a podrobné studie nakonec dokdzaly, Ze tato
lokalizace neni ndhodnd. Mezi obéma strukturami je ,,pevnd*“ komplexni vazba (tzv. TAC)
utvofend dvéma fadami filament. Prvni spojuje bazdlni télisko s vn&jsi membranou

mitochondrie a druhd vnitini mitochondridlni membréanu a kinetoplast (Robinson and Gull,

1991; Ogbadoyi et al., 2003).

2. 4. 1 Axonéma, vnéjsi membrana biciku a paraxialni ty¢

Bazélni télisko predstavuje proximalni konec bic¢iku, ktery je tvofen deviti trojicemi MT.
Distélnim smérem se prodluzuje a z trojic se stdvaji dvojice periferné¢ ulozenych MT (se
vzorcem 9x2 + 0), které vytvaii pfechodnou zénu mezi bazdlnim téliskem a bazdlni
destickou. Z bazélni desticky se dale tvoii centrdlni par jednoduchych MT a vznikd tak
axonéma biciku se vzorcem 9x2 + 2 MT (Vickerman, 1976; Lacomble et al., 2009). Kazdy
par perifernich MT je spojen se sousednim parem nexinovou vazbou, nese vnitini a vnéjsi
dyneinové raménko a smérem k centrdlnimu paru MT radidlni paprsek. VSechny tyto
struktury se podileji na pohybu bi¢iku (Branche, 2006).

Axonéma ohraniend vlastni membrdnou roste smérem k povrchu bunky skrz
velkou membranovou invaginaci neboli periflagelarni kapsu (H60g et al., 2012) (viz kap.
2. 4. 2). Prestoze jsou cytoplazmatickd membrana, membrana periflagelarni kapsy a
membréna bi¢iku vzdjemné propojené, jejich biochemické sloZeni a funkce se zcela 1isi
(Fridberg et al., 2007). Pfi studiu bi¢iku dobytci trypanozémy (Trypanosoma brucei
brucei) byly popsané tfi struktury, které oddéluji membranu periflageldrni kapsy od
membrany bi¢iku. Prvni definovanou strukturou jsou vnitini pifechodna vldkna, ktera

vystupuji z distdlniho konce bazdlniho téliska a poji se k membrané bic¢iku na bazi

3 f1n? +X17, ™ 21t 17 s 1 vz v 4 P )
Probazélni télisko se vdZze k bazdlnimu télisku i kinetoplastu a slouzi k tvorbé nové axonemy biciku pfi

déleni buniky (Lacomble et al., 2009).
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periflagelarni kapsy. Druhd je prstencovitd struktura (tzv. ,,collarette, viz obr. 2. 4. 1)
umisténd na vn¢j$i strané¢ membriny bi¢iku v pfechodné z6n€ mezi bazdlnim téliskem a
bazalni destickou. Tvofii ji deskovité fibrily, které navzajem propojuji devét pravidelné
rozmisténych zdvojenych trubicovitych jednotek. Posledni strukturou jsou paprskovita
vldkna lokalizovand na vnitini strané membrany biciku podél proximadlni oblasti bazdlniho
téliska a prechodné zény (Lacomble et al., 2009).

Bic¢ik trypanosomatid navic zahrnuje komplexné organizovanou strukturu, kterad
byla pojmenovéna jako paraxidlni, paraxonemdlni nebo nejcastéji jako paraflageldrni tyc¢
(PFR; paraflagellar rod) (Vickerman, 1962). Struktura podobnd PFR byla nalezend i u
piibuzného krisnoocka (Euglena) (Hyams, 1982) a také trojroZce Ceratium tripos (z
kmene obrnének, Dinoflagellata) (Maruyama, 1982). PFR je sloZzena ze sit¢ filamentarnich
vldken, ktera jsou umisténd podél axonémy. V piicném fezu md PFR podobu miizky se
ttemi odliSnymi doménami (kratké proximadlni, intermedidlni a rozsdhlej$i distalni), které
jsou definované na zdkladé jejich polohy k axonémé&. Proximdlni a distdlni zona je tvotfena
elektrodenznimi destickami, které se sklddaji z tenkych (7-10 nm) a silnych (25 nm)
filamentarnich vlaken. Silnd filamenta se sklddaji ze dvou tésné ptilehlych tenkych vldken.
Tenka a silnd filamenta se vzdjemné prekiiZzuji pod dhlem 100° a tak vytvaii podobu
miiZky PFR patrnou v podélnych fezech. Proximalni zona je tvofena dvéma destiCkami,
pficemz desticka bliZe ke stfedu je vZdy pfipojend kratkymi filamenty k 4. az 7. periferni
dvojici MT axonémy biciku. Dvojice perifernich MT ¢islo jedna je rovnobézna s centralni
dvojici MT. Distélni zénu tvoii az jedenact desticek. VSechny desticky jsou rovnobézné
s hlavni osou axonémy a vzdélenost mezi nimi je piiblizn¢ 20 nm. Mén¢ elektrodenzni
intermedidlni zénu tvoii 5 nm tenkd filamenta, kterd spojuji proximdlni a distdlni ¢ast PFR.
Z kazdého mista vybihaji vldkna po dvou a jsou odd€lena mezerou vzdilenou 20 nm (de
Souza and Souto-Padrén, 1980; Farina et al., 1986).

Pocatek i délka PFR se miiZe u jednotlivych druht trypanosomatid liSit. V piipadé
T. brucei zacind PFR ve volné ¢asti bi¢iku mimo periflageldrni kapsu a probihd podél
axonémy az do distdlniho konce biciku (Lacomble et al., 2009). Studie zamétené na
organizaci bi¢iku u druhG Phytomonas davidi a Herpetomonas megaseliae naopak
prokdzaly poc¢atek PFR jiz uvnitt periflagelarni kapsy (Cunha et al., 1984; Farina et al.,
1986; Moreira-Leite et al., 1999). Analyza bi¢iku promastigotniho stddia leishmanie
Leishmania mexicana také dokézala ptitomnost PFR uvniti periflagelarni kapsy, ale az za
tzv. limcem (,,collar — viz kap. 2. 4. 2) (Wheeler et al., 2016). V amastigotech jak

L. mexicana tak T. cruzi PFR dokonce chybi zcela. Tvoii se az pfi pieméné v promastigoty
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(u leishmanif), ¢i v epimastigoty a trypomastigoty (u trypanozémy). Tedy ve chvili, kdy se
bi¢ik zacind prodluzovat (Meyer, 1968; de Souza and Souto-Padrén, 1980; Wheeler et al.,
2016). U leishmanii navic chybi v amastigotnim stadiu i centrdlni par MT (axonéma biciku
ma vzorec 9 x 2 + 0) (Gluenz et al., 2010).

Funkce PFR jsou stile pfedmétem studii a zivych diskuzi. Nejpravdépodobnéji je
PFR nezbytnd pro plnohodnotny pohyb biciku, poskytuje podporu pro metabolické
regulatory ovliviwjici aktivitu builky a napoméha pfichyceni k epitelu v bezobratlém
hostiteli (Gadelha et al., 2005). Monoxenni trypanosomatida, kterd maji ve své burce
pfitomnou endosymbiotickou bakterii (Angomonas deanei (diive Crithidia deanei a
Herpetomonas roitmani), A. desouzai (diive Crithidia desouzai) a Strigomonas culicis
(diive Blastocrithidia culicis)) PFR postradaji nebo je pravdépodobné redukovéana
(Freymuller and Camargo, 1981; Motta et al., 1991; Silva et al., 1991; Teixeira et al.,
2011). Skutecnost, Zze PFR je siln¢ redukovdna v Sifce 1 délce byla dokazana pii
molekuldrni i morfologické studii bi¢iku A. deanei. Velmi nevyraznd PFR zacind v mist¢,
kde se nachézi jiz zminény ,,limec* periflagelarni kapsy a pokracuje podél axonémy do 1/3
bic¢iku. Piesto k zdkladnim funkcim, které ma PFR plnit u ostatnich trypanosomatid je tato
redukovand forma dostaCujici (Gadelha et al., 2005). Rovnéz u nové popsaného rodu
Kentomonas, ktery se také vyznacuje pfitomnosti symbiotické bakterie a je fylogeneticky
blizce piibuzny rodiim Angomonas a Strigomonas, byla nalezena pouze rudimentarni PFR

(Votypka et al., 2014).

2. 4. 2 Periflagelarni kapsa a ,,desmozomy**

Periflagelarni kapsa (dale jen FP) je definovana jako hlubokd specializovana invaginace
cytoplazmatické membrany. Zacind v misté¢ prechodné zony biciku, ktery vystupuje
z cytoplazmy. Horni ¢ast definuje misto, kde se bicik dostdvd z buiikky do vnéjsiho
prostiedi (Vickerman, 1976).

FP tvoii dvé odlisné domény oddélené elektrodenzni filamentéarni strukturou neboli
limcem (,,collar) (Sherwin and Gull, 1989). Limec obklopuje v daném misté FP a nema u
vSech trypanosomatid stejnou podobu. V buiikach trypomastigoti 7. brucei jej tvoii jedna
fada elektrodenzniho materialu (viz obr. 2. 4. 1) (Absalon et al., 2008; Lacomble et al.,
2009), zatimco na povrchu FP promastigotii i amastigotii L. mexicana ma podobu dvou fad
(Wheeler et al., 2016). Proximdlni oblast (pfed limcem) je roz$ifend a u leishmanii byva

obklopena mnoha vakuolami. V blizkosti této oblasti se nachdzi cytoplazmatické
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mikrotubuly, které pravdépodobné nasméruji endocytované vakuoly dal do cytoplazmy
(podobny jev byl zaznamendn i u bunék C. fasciculata a W. collosoma, podrobné&ji viz
nize) (Brooker, 1971a; Linder and Staechelin, 1977; Weise et al., 2000; Wheeler et al.,
2016). Distalni oblast (za limcem) FP se zuZzuje do kr¢ku (,,neck®), ktery ma cylindricky
tvar (Lacomble et al., 2009; Wheeler et al., 2016).

V misté, kde bi¢ik vystupuje z FP se vytvaii adhezni spoje mezi bicikatou
membranou a membrdnou FP. Spoje v podobé elektrodenznich plakli rGzného tvaru a
velikosti jsou casto oznacované jako ,,desmozomy‘. Mnoho autorti ale s timto ndzvem
nesouhlasi kvili jistym odliSnostem od klasickych desmozomt, které se nachazeji mezi
Zivo¢iSnymi tkdnémi. NejbéznéjSimi ndzvy, které mizeme nalézt v pracich zaméfenych na
bi¢ik trypanosomatid jsou ndasledujici: spoje podobné desmozomiim, tésné spoje, adhezni
z6na nebo macula adherens. Tésné spoje trypanosomatid jsou unikdtni protoZe se tvorii
vramci jedné bunky. Membrdna biciku se v urCité Casti krcku ,,nafoukne® a pomoci
,-desmozomi* pfilne k membran¢ FP. ,,Desmozémy* se vZdy tvoii pouze na vnitini strané
membran. V prostoru mezi nimi lze vidét pomoci elektronové mikroskopie extracelularni
materidl, ktery tvoii pravdépodobné vldkna filament (Anderson and Ellis, 1965;
Vickerman, 1969; Brooker, 1970; Linder and Stachelin, 1977; Brooks, 1978; Absalon et
al., 2008; Wheeler et al., 2016).

Prvni spoje tohoto typu byly zaznamenané u trypomastigotd Trypanosoma lewisi
mezi membrdanami v zén¢, kde bicik vystupuje z FP a ptiléha k cytoplazmatické membrané
(Anderson and Ellis, 1965). ,,Desmozomy* mohou zacinat v oblasti limce a pokracovat
pravideln¢ i nepravidelné po celém krcku FP (vZdy zdvisi na morfotypu trypanosomatid);
tento typ byl nalezen napf. u critidii C. fasciculata. V rdmci studie critidii byly rozliSené tfi
typy ,.desmozomii“. Typ A, ktery definovaly desmozomy mezi membranami bi¢iku a FP.
Membrana bi¢iku miiZze mit pti vystupu z FP asymetricky tvar a stejné tak mohou byt po
celé délce krcku nepravidelné umisténé i ,,desmozomy*. Z vnitini strany obou membrén se
nachdzi piesné proti sobé 3-5 svazki elektrodenznich fibril. Pod membranou FP i bic¢iku
lze vidét v cytoplazmé linii filament, z kterych se tvofii plaky ,,desmozomii* a membrana
bicitku byvd zesilend. Typ B byl oznacen v pfipadé docasnych tésnych spojli mezi
membrdnami dvou pfilehlych bic¢iki, které se nachdzi mimo FP. Nemaji tak sloZitou
strukturu jako typ A. Membrdny bicikll jsou casto zesilené a ,,desmozomy* maji tvar
souvislé elektrodenzni filamentéarni linie. Tento typ ,,desmozomi* je typicky pro buiiky,
které vytvaii rozety v kulturdch (napt. bunky Herpetomonas muscarum). Posledni typ je

nazvan jako ,,hemidesmozomy*, které vznikaji mezi membranou bic¢iku a kusy necistot
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v kultufe nebo cytoplazmatickou membridnou jiné buiky. ,,Hemidesmosomy* také
umoznuji adhezi bunék trypanosomatid ke stfevni st€né hostitele (Brooker, 1970; Brooks,
1978). Takové spoje byly zaznamenané napiiklad mezi bunkami critidii C. fasciculata a
sttevni sténou komara Anopheles gambiae (Brooker, 1971b), mezi mikrovily enterocytii
rumeénice pospolné (Pyrrhocoris apterus) a bi¢ikem bunék Blastocrithidia papi sp. n.
(Frolov et al., 2017) nebo mezi epimastigoty Trypanosoma lewisi a sténou rekta blechy

krysi (Nosopsyllus fasciatus) (Molyneux, 1969).

2. 4. 3 FP, FAZ, cytostom—cytofarynx komplex a mikrotubuly

U trypanosomatid, které nemaji specializovanou membrdnovou invaginaci neboli
cytostom—cytofarynx komplex, je strukturou slouzici k pfijmu Zivin periflagelarni kapsa
(FP). Vzhledem k pevné vazb¢ mezi subpelikuldarnimi MT a cytoplazmatickou membréanou
trypanosomatid je sekrece a transport makromolekuldrnich litek omezen na oblast FP
(podrobny piehled transportnich dé&ji trypanosomatid viz (Webster and Russell, 1993;
Clayton et al., 1995; McConville et al., 2002).

V oblasti FP se nachdzi MT, z nichZ nékteré byly u vybranych modelovych druhii
trypanosomatid podrobné definované. V proximdlni oblasti FP byl uZz v minulosti
zaznamendn soubor Ctyf specializovanych mikrotubuli (Anderson and Ellis, 1965; Paulin
and McGhee, 1971). Tento soubor byl definovan jako mikrotubularni kvartet (MTQ), ktery
zacind v oblasti bazdlniho téliska a levotoCivym smérem stoupd nahoru podél FP. V roce
1989 byl MTQ u T. brucei oznacen jako soucdst tvz. FAZ (Flagellum Attachment Zone).
Pivodné byla FAZ zdéna popsdna jako komplex cytoskeletdrnich struktur, které bocné
piipeviiuji bicik k cytoplazmatické membrané. Kromé MTQ zahrnuje FAZ elektrodenzni
filamentum (FAZ filamentum), které zacind az v oblasti kr¢ku FP a je orientované
rovnobézn¢ s MTQ. Navic v  z6né¢  pfichyceni —membrany biciku k
cytoplazmatické membrané buiiky se vytvari t€ésné membrinové spoje — ,,desmozomy*
(Vickerman, 1969; Sherwin and Gull, 1989; Hoog et al., 2012).

U T. brucei prochdzi MTQ mezerou v limci (viz obr. 2. 4. 1) a pokracuje az do
oblasti subpelikularnich MT, ke kterym je antiparaleln¢ orientovan. V této oblasti je MTQ
spojené s ¢asti endoplazmatického retikula. Mezi MTQ a subpelikularnim MT je mezera,
ve které je umisténé FAZ filamentum. FAZ filamentum se k MTQ piipojuje az v oblasti
krcku FP, ale neni pfichycené k jeji membrané. V oblasti kréku je také zaznamendn

osamoceny cytoplazmaticky mikrotubul, ktery leZi blizko FAZ filamenta (Lacomble et al.,
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2009; Hoog et al., 2012).

Dtive byla FAZ zoéna pfivlastiiovdna pouze trypanozomdm 7. brucei. Podobnd
struktura vSak byla objevend a popsédna i u L. mexicana (viz obr. 2. 4. 2 dle (Wheeler et al.,
2016) a lze proto predpokladat, Ze se jednd o obecnéji rozSitenou mikrostrukturu. Stejné
jako v ptedchozim piipad€ i u leishmanii MTQ vznikd v oblasti bazdlniho téliska, tésné
pfiléhd k membrané FP a prochdzi mezerou v limci. Nad limcem se k MTQ paralelné
pfipojuje FAZ filamentum. MTQ 1 FAZ filamentum nepravidelné kon¢i v oblasti kréku (.
nedostavaji se az do oblasti subpelikularnich MT). V oblasti probazalniho téliska
leishmaniovych promastigotii se navic tvoii sada MTQ, kterd je vSak velmi kratka.
V blizkosti FP byly také zaznamenané 3—4 dalsi MT ve dvou skupindch. Prvni skupinu
tvofi 1-2 MT orientované soubézn¢ s FP. Druhd skupina 1-2 MT sméfuje od FP do
cytoplazmy. Pravdépodobné se jednd o MT, které souvisi s lysozomy. V promastigotech
leishmanii se nachdzi trubicovitd struktura s mnoha vakuolami (tzv. MVT), kterd je
lemovana MT a vZdy se nachdzi pobliZ Golgiho aparatu a FP, kde dochdzi k endocytze
(Weise et al., 2000; Wheeler et al., 2016).

Membranou uzaviené vakuoly (MVB) nebo trubicovité struktury (MVT) plné
malych vakuol byly popsané i u dalSich druhti trypanosomatid. V distdlni oblasti FP rejnoc¢i
trypanozémy Trypanosoma rajae a critidie C. fasciculata (viz obr. 2. 4. 3) byl definovdn
cytostom-cytofaryngedlni komplex. Na jedné strané v blizkosti Golgiho apardtu FP se
nachédzi hlubokd membrédnova invaginace, jejiz pocatek je oznaCen jako cytostom. Za nim
se nachazi cytofarynx, dlouhd membranova struktura vyztuzend 5—6 MT, kterd se orientuje
do cytoplazmy. V bunkéch critidii byl navic potvrzen vyskyt ¢tyf dalSich mikrotubul
lokalizovanych blizko membriny FP (Preston, 1969; Brooker, 1971a).

Nékteré druhy trypanosomatid maji vyvinuty cytostom-cytofaryngedlni komplex,
ktery tvoii druhd specializovand invaginace v cytoplazmatické membran¢ bunky. Tento
komplex byl v minulosti zaznamendn jiz u nékterych zastupct z fadi Eubodonida a
Neobodonida (Moreira, 2004). Dale byl potvrzen i v buitkdch Trypanosoma mega (Steinert
and Novikoff, 1960) a stejnd struktura je hlavnim mistem endocytézy i v epimastigotech
T. cruzi (Alcantara et al., 2014).

Béhem pfemény epimastigotl na trypomastigoty u 7. cruzi komplex mizi. Z vnitin{
strany FP vybihd kcytostomu pfes povrch cytoplazmatické membriany specidlni
elektrodenzni doména, kterd je oznaCena jako preoral-ridge. V cytoplazmé jsou
pozorované dv¢ sady MT, které doprovazi cytofarynx. Prvni soubor ¢tyf MT vznika pod

membranou FP a pokracuje pod preoral-ridge dél paralelné s cytofarynxem. Druhy soubor
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tif MT vybih4 z oblasti pod membrdnou cytostomu a stejné jako pfedchozi prochdzi podél
cytofarynxu. Obé¢ dvé sady vytvéii ,,Zlabek*. Jedna strana cytofarynxu je bez MT a nachdzi
se v ni plno malych vakuol. V blizkosti cytofarynxu je umistén Golgiho apardt a jadro.
Dalsi kvartet MT odpovidajici MTQ vybihd z blizkosti bazdlniho téliska, spirdln¢ obtaci
membranu FP a kon¢i v oblasti subpelikularnich MT (Alcantara et al., 2014).

Pfi analyze bunécnych ultrastruktur se v promastigotech nejbazalnéj$iho zastupce
trypanosomatid, rodu Paratrypanosoma, prokazala kombinace MTQ FP promastigotii
L. mexicana s cytostom-cytofaryngedlnim komplexem epimastigoti 7. brucei. V oblasti
bazalniho téliska je pfitomen MTQ, ktery stejn¢ jako u leishménii obta¢i FP a konc¢i pod
jejim hornim okrajem. Z krcku FP vybihd soubor pfiblizné péti MT okolo preoral-ridge a

podél cytofarynxu pokracuji dal do cytoplazmy (Skalicky et al., 2017).

membrana biciku
cytoplazmaticka membrana  vystup biciku

e

paprskovita
vlakna

krcek a FAZ zona

Obr. 2. 4. 1: Ultrastruktura bi¢iku a FP trypomastigoti 7. brucei: BB — bazdlni télisko,
PBB - probazalni télisko (Lacomble et al., 2009).
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cytoplazmatické MT
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nové MTQ probaz.
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cytoplazmaticka
membrana

subpelikularni MT

Obr. 2. 4. 2: Periflagelarni kapsa (FP), FAZ z6na a okolni mikrotubuly — 1-2 MT

soubézné s FP a 1-2 MT sm¢étujici do cytoplazmy leishmanie L. mexicana (Wheeler et al.,
2016).
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Svabi

Pfitomnost trypanosomatid byly zjiStovdna u chovanych, synantropnich i volné Zijicich
druhii §vabl. Ve vétsing piipadl bylo nutné odchytdvat synantropni druhy ve vecernich
hodinéch. Naopak u volné Zijicich druht §vabti odchytdvanych na tdzemi CR byla aktivita
nejvys$si odpoledne. Svédbi byli ruéné odchytdvani do plastovych boxi (rfizné velikosti),
které byly nasledn¢ umisténé do prostoru nasi laboratofe. Pro zamezeni mozné vzdjemné
kontaminace bylo nutné boxy pravideln¢ Cistit a desinfikovat 70% etanolem. Potieba
opakovani desinfekce zdvisela na druhu (velikosti) §vabl, mnoZstvi jejich trusu, pribéhu a
rychlosti pitev. Dalsi prevenci pfed kontaminaci bylo umisténi velkych §vdba do jednoho
boxu po 3—4 jedincich, zatimco u mensich druhti tvofilo skupinu 5-6 jedincti. Do box byl
pridan kus filtracniho papiru a plastova zkumavka s vodou utésnénd papirovym ubrouskem
nebo smotkem vaty. Jako zdroj potravy slouZily ovesné vlocky, psi granule, kus jablka
nebo chleba. N¢které skupiny (populace) byly po negativnim vySetfeni na pritomnost
trypanosomatid vyuzity pro experimentalni infekce.

Synantropni druhy §véabu byly odchycené v letech 2014 — 2016 pfevazné z prostort
sklenikii a terarii Stanice pfirodovédct v Praze (50°04'31.0"N, 14°24'00.4"E). Dalsi
synantropni Svadbi byli ziskdni z expozice krokodylli zoologické zahrady v Plzni
(49°4528" N, 13°21'36" E), expozice zelv zoologické zahrady v Praze (50°7'0.099"N,
14°24'39.676"E) a prostoru zvitetniku Katedry parazitologie PfF UK v Praze
(50°04'20.3"N, 14°25'27.7"E).

V pribéhu let 2015 — 2016 probihaly odchyty volné Zijicich §vaba predevSim na
tizemi Prahy a to v okoli Divoké Sarky (50°06'28.3"N, 14°20'57.9"E) a Prokopského tdoli
(50°226" N, 14°22'44" E). V prvni polovin¢ kvétna roku 2016 byly také provedeny
odchyty na n€kolika mistech v Narodnim parku Podyji (48°50'41.4"N, 15°55'12.7"E) na
Jizni Moravée. Odchyt §vabti v NP Podyji byl umoZznén doc. Jitkou Vilimovou z Katedry
zoologie v ramci pfedmétu ,,Specidlni exkurze ze zoologie* v této oblasti.

Rizné chované druhy §vabu jsem ziskala pfevazné z chovii Katedry zoologie PiF
UK od Mgr. Zuzany Kotykové-Varadinové. Dalsi Svaby mi poskytli chovatelé Dr. Jana
Bulantov4, Jifi Hromadka, Bietislav Fidra, Mgr. FrantiSek Jina a Dr. Radek Aulicky z
VURYV, v.v.i. CR.
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3. 1. 1 Druhova determinace odchycenych Svabu

Dospélci Svabl byli na zakladé morfologickych znaki urceni do druhti za odborné pomoci
Mgr. Zuzany Kotykové-Varadinové dle kli¢h Fauna Slovenska: Blattaria — Svéby;
Mantodea — modlivky (Vidlicka, 2001), Blattaria, Mantodea Orthoptera & Dermaptera: of
the Czech and Slovak Republics: Ceské a Slovenské republiky (Ko&arek et al., 2005) a
zjednoduseného klice v publikaci Cockroaches: their biology, distribution and control
(Cochran and Scheme, 1999).

Kvili nedostatenym determina¢nim znakiim (napi. absence kiidel) nymféalnich
stadii voln¢ Zijicich Svabl bylo nutné izolovat DNA ze stehna (femuru) a nisledné provést
barcodingovou analyzu tii jedincii z piislusné skupiny za pouZiti specifickych primerii
12S/16S (dle Djernas et al., 2015) (podrobnégji viz kap. 3. 4). Nymfélni stddia byla
v nékterych piipadech také urCend podle dospélci, ktefi se s nimi nachdzeli na stejném

misté v odchytové lokalité.

3. 1. 2 Pitvy Svabu

Pomucky a chemikélie:

» sklenéné kadinky, sklenéné Petriho misky

laboratorni pinzety — piimé, mékké entomologické a hodinaiské

laboratorni ntizky

sterilni Pasteurovy pipety, injek¢ni stfikacka (Chirana, insulin 1ml)

70% etanol, fyziologicky roztok (150 mM NaCl), 100 ul eluéni pufr (EB — Roche)
podlozni a krycf skla

sterilni plastové minizkumavky 1,5 ml (Eppendorf)

binokuladrni lupa SZX12, Olympus Optica, Inc.

V V.V V V VYV V V¥V

svételny mikroskop Olympus CX31

VSichni pitvani §vdbi byli urceni do druhu, v piipadé Svabi z chovi byla druhova
ptislusnost uréena ptislusnym chovatelem. U vSech pitvanych jedinct bylo také urceno,
zda se jednd o dospélce (/%) nebo nymfalni stddium.

Svébi byli usmrceni v kddince naplnéné 70% etanolem a oplachnuti fyziologickym
roztokem. Poté byly (velké druhy) pfeneseni na sterilni Petriho misku nebo (malé druhy)
na sterilni podloZni sklo do kapky fyziologického roztoku pod binokularni lupu. NiZkami

se opatrné nastiihly okraje zadeckového Clanku a ostrymi hodinafskymi pinzetami bylo
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vytazeno stievo, které se pfeneslo do druhé Cisté kapky fyziologického roztoku (viz obr.
3.1. 1). Velké stfevo (vétSinou velkych druhii §vabil) bylo nutné pfedem rozstfihnout a
odd¢lit predni, stfedni a zadni cast. Kazdd cast byla homogenizovana pomoci
fyziologického roztoku a kapka homogenétu prenesena na podlozni sklo. Zbytek stfev se
prenesl do plastovych minizkumavek (Eppendorf) se 100 ul elu¢niho pufru pro pozdé&jsi
izolaci DNA trypanosomatid. Sttevo nebo homogenat byl prekryt sterilnim krycim sklem a
vznikly prepardt byl vySetfen na pfitomnost trypanosomatid pod svételnym mikroskopem
pfi fazovém kontrastu a celkovém zvétSeni 400x. Po vySetfeni prepardtu, ktery byl
vytvofen z celého kusu stfeva (vétSinou u malych druhti S§vabil) bylo nutné pienést
minimdln¢ ¢ast predniho, stfedniho a zadniho stfeva do 100 pl elu¢niho pufru v plastové
minizkumavce. Minizkumavky se stfevy v elu¢nim pufru byly uskladnény v —20 °C pro
naslednou izolaci DNA a specifickou PCR na trypanosomatida.

Pokud byla v prepardtu pozorovdna Zivd trypanosomatida, bylo nutné prenést
homogendt nebo malou ¢ést stieva do plastové minizkumavky s 1 ml kultivaéniho média
pomoci injekcni stifkacky. Poté byl preparat s buitkami nafixovan a obarven (viz niZe). Pfi
pozitivnim ndlezu trypanosomatid v prabéhu vysetieni svételnou mikroskopii byly
zaznamenany morfotypy bunék pozorovanych trypanosomatid, lokalizace (stomodeum /

mezenteron / proktodeum) a sila infekce: slabd infekce do nckolika bunék (+), stfedni

infekce do stovek bun¢k (++) a velmi silna infekce tisicti bunék (+++).

Predni stfevo Stiedni stfevo Zadni stfevo
(stomodeum) (mezenteron) (proktodeum)

Obr. 3. 1. 1: Vypitvané stievo @ rusce lesniho (Ectobius sylvestris) s vyznaCenim

jednotlivych ¢asti.
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3. 2 Izolace a kultivace trypanosomatid

Pomucky, chemikalie a kultury:

>

Y

YV V.V V V V V V

sterilni plastové falkony (15ml a 50 ml Corning), plastové minizkumavky (1,5 ml
Ependorf), ploché kultiva¢ni ldhve 25 cm’ (Corning), ploché kultiva¢ni zkumavky
,flat tubes* (7 ml Nunc), U-trubice, mikrotitracni desticky (Greiner), Biirkerova
komiirka, ampule CryoTube™ Vials (Nunc), zamraZovaci nddoba Cryo 1 °C
Freezing Container (Nalgene)
pipety (10 ul — 50 ml), injek¢ni stiikacky (Chirana)
filtry Millex-GV Syringe filter unit 22 pl (Millex)
tekutd média:
Brain Heart Infusion BHI (Gibco) + destilovana voda
RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) — médium pro ocisténi kultury pies U-trubici
Kondiciované médium
10% fetdlni kravské sérum (FCS-Sigma-Aldrich, Gibco)
Hemin 10 mg/ml (rozpusténo v 0,1M Na OH)
Amikin (Brystol-Myers Squibb) — 100 mg/ml
Penicilin 100 000 U/ml
smrtici (fedici) roztok - 0,85% NaCl + 1% formaldehyd
Dimetylsulfoxid ,,DMSO* (Sigma-Aldrich), tekuty dusik
kultury bun¢k OSR-18 a OSR-27 (Doc. V. Yurchenko z Ostravské univerzity)
inverzni mikroskop (IX, Olympus Optica, Inc)

3. 2. 1 Piiprava médii a kultur

1.BHI + H+ A/P + FCS

Do sklenéné nadoby o objemu 200 ml bylo smichdno 3,9 g BHI a 100 ml destilované vody.

Sm¢és byla sterilizovana autokldvem a po zchlazeni byl pfidan hemin (,,H* — 0,5 ml/100

ml), antibiotikum amikin (,,A* — 200 ul/100 ml média) a 10% FCS. Vzhledem k tomu, Ze

kultury OSR-18 a OSR-27 dodané z Ostravské univerzity i nové ziskavané primokultury ze

Svabu byly kontaminované bakteriemi aj., bylo zprvu nutné pfidat do media i penicilin

(,,P*“ =200 ul/100 ml). Do takto pfipraveného média byly pfeneseny bunky trypanosomatid

v piipad¢ pozitivniho nélezu. V piipadé kontaminace kvasinkami, plisnémi a bakteriemi

byla kultura piecisténa pomoci U-trubice (viz niZe) a pravidelné¢ po jednom tydnu
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pasdzovana v poméru 10-100 pl kultury / 1 ml ¢istého média. Kultury rostly v termostatu

pti 23 °C.

2. Kondiciované médium

Kontaminovand kultura bunék OSR-18 (pozdéji definovan druh H. tarakana Yurchenko et
al., 2016 — viz priloha €. 1) byla nejprve preockovana do ploché kultiva¢ni ldhve s médiem
(BHI + H + A/P + FCS) v poméru 200 ul kultury/ 20 ml média.

Dobfte narostld kultura byla pfepipetovdna do 15ml falkony a centrifugovéna 5
minut pfi zrychleni 15 000 x g. Supernatant byl pomoci jehly nasat do injek¢ni stitkacky,
poté byla jehla odejmuta a na stfikacku se nasadil filtr (Millex-GV Syringe filter unit 22
ul). Supernatant byl ptefiltrovan do sterilni 15ml falkony a jako tzv. kondiciované médium
uchovan v lednici. Vyroba tohoto média byla nutnd kvili vytvofeni idedlnich podminek

pro piipravu axenické a klonalni kultury.

3. 2. 2 Axenizace kontaminované kultury pomoci U-trubice

Specidlné tvarovand zkumavka (U-trubice) byla do poloviny v obou ramenech naplnénd
médiem RPMI-1640. Do jednoho ramene bylo velmi opatrné piidano malé mnoZstvi
kontaminované kultury, poté se ob¢ ramena uzaviela vicky a U-trubice se umistila do
termostatu (23 °C). Druhy den byla zjiStovédna ptfitomnost bun¢k v opaéném rameni. Pfi
uspéSném pokusu byly pipetou odebrany buniky cca 1 cm pod hladinou a preockované do
ploché kultivacni zkumavky (,,flat tubes®), ve které byl 1 ml kondiciovaného média. Po
jednom tydnu byla axenickd kultura pravideln€ kontrolovana pod inverznim mikroskopem

a preockovavana do standardniho média (BHI + H + A + FCS4).

3. 2. 4 Priprava klonalni/semiklonalni axenické kultury

Pro vytvofeni klondlni kultury byla provedena izolace metodou mezniho fedéni dle
laboratorniho protokolu. Ve stru¢nosti byla nejprve odebrana axenicka kultura do plastové
minizkumavky. Cést byla odebréna pro izolaci DNA, PCR a sekvenaci. Zbytek byl vyuzit
pro spocitani bunék v Biirkerové komtirce. Po zjisténi koncentrace bun¢k (na 1 ml kultury)

se axenické inokulum nafedilo do kone¢né koncentrace tak, aby ve 25 ml kondicovaného

* Vzhledem k tomu, Ze kultura byly zbavena kontaminace, nebylo potieba ddle priddvat do media penicilin.
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média bylo + 10 bunék trypanosomatid. Redénou suspenzi pak byla po 250 ul naplnéna
kazdad jamka sterilni mikrotitracni desticky. Po ctyfech dnech byla zkontrolovdna
pfitomnost bunc¢k v jamkich pod inverznim mikroskopem. Pozitivni jamka byla
vyockovdna do 1 ml kondiciovaného média. V logaritmické fazi ristu se kultura
preoCkovala a zaroveii byla odebrdna ¢ast na dalsi izolaci DNA.

Semiklondlni kultura byla vytvotfend desitkovou fedici fadou na mikrotitrani
desti¢ce. Opét bylo pouZzito kondiciované médium pro vétsi dspéch izolace a namnoZeni
bungk. Poté se pokracovalo stejné jako v predchozim pokusu.

Klondlni (piip. semiklondlni) kultura byla pravidelné po jednom tydnu pasdzovana.
Namnozend kultura byla v exponencidlni fazi rGstu odebrdna pro izolaci totdlni DNA,

zhotoveni roztért, elektronovou mikroskopii a experimentalni infekce.

3. 2. 3 Detekce ruastu bunék v ¢ase

Pro stanoveni exponencidlni faze ristu bun€k byla kazdy den v pribéhu jednoho tydne
odebrana cast rostouci kultury. Koncentrace bunék (na 1 ml média) byla pocitdna v
Biirkerové komiirce (pfi fedéni 10 az 100x). Po vytvofeni klondlni/semiklondlni kultury
byly zaroven pfi kazdém pocitani vytvoreny tii roztéry, které byly obarvené Giemsou (viz
niZe) pro analyzu morfotypii bun¢k. Namétené hodnoty (pro dva nezdvislé pokusy) byly

analyzovany a graficky vyhodnoceny pomoci programu Statistica 5.1.

3. 2. 5 Kryoprezervace kultur

Pro uskladnéni kultury v kryobance Katedry parazitologie PfF UK byl k buiikkdm ptidan
dimetylsulfoxid (vyslednd koncentrace 5 a 10 %). Smés se rozpipetovala do zamrazovacich
ampuli CryoTube™ Vials, které se umistily do zamraZovaci nadoby Cryo 1 °C Freezing
Container. ZamraZovaci nadoba byla vloZena na 24 hodin do —70 °C a poté byly ampule

pfemisténé do tekutého dusiku (—196 °C).
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3. 3 Svételna a elektronova mikroskopie

3. 3. 1 Barveni bunék roztokem Giemsa-Romanowsky

Chemikalie a pomucky:

» fyziologicky roztok, smrtici roztok - 0,85% NaCl + 1% formaldehyd
odmasténd podlozni skla, mikrozkumavky (1,5 ml Eppendorf)
Poly-L-lysin (Sigma-Aldrich)

podlozni skla Superfrost (Thermo Scientific)

Methanol (Lach-Ner)

Giemsa stain (Sigma-Aldrich) + destilovand voda (fedéno 20x)

imerzni olej

YV V. V V V V V

svételny mikroskop Olympus CX31, Olympus BXS51 se zabudovanou CCD
kamerou DP-72

Buniky z kultury byly odpipetoviany do mikrozkumavky a pfiblizn¢ deset minut ponechany
ve svislé poloze, ptipadné stoCeny centrifugou. Pelet bunék byl pomalym tahem pipety
dvakrat promyt fyziologickym roztokem. Tteti moZnosti bylo buiiky nafedit smrticim
roztokem, jemnym tahem pipety promichat a nanést na podlozni sklo. Na odmasténé
podlozni sklo byla napipetovdna kapka Poly-L-lysinu a druhym podloznim sklem byl
proveden pod uhlem 45° roztér po celé délce. Po zaschnuti byly stejnym zptsobem
rozetieny i builky trypanosomatid. Piipadné byla kapka bunck pfenesena rovnou na
podloZzni sklo Superfrost. Pokud byl preparat vytvofen z vypitvaného stfeva byl roztér
proveden na stejném podloZznim skle, na kterém bylo stfevo vySetfovano pod
mikroskopem. Prepardt se nechal zaschnout, poté se nafixoval metanolem (5 min) a po
dalsim suSeni byl obarven pfipravenym roztokem Giemsa-Romanowsky (25 min). Po
obarveni byl prepardt oplachnut destilovanou vodou. Kvalita obarvenych preparatii pro

foceni a métfeni bunék byla zkontrolovdna pod svételnym mikroskopem Olympus CX31.

3. 3. 1. 1 MéFeni bunék a stanoveni morfotypu

Giemsou obarvené prepardty byly prohlédnuty pod svételnym mikroskopem Olympus
BX51 za pouziti imerzniho oleje a celkového zvétSeni 1000x. Prepardty vytvorené
roztérem stfev i roztérem kultury byly porovnané z hlediska morfotypti bun¢k. Morfotypy

bunék byly urovany pomoci definic z pfedeslych studii (viz kap. 2. 1). U morfotypt se
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porovndvala pozice jadra, kinetoplastu, periflageldrni kapsy a délka bic¢iku. V ptipadé
preparati zhotovenych roztérem kultury bylo analyzovéano a nafoceno 54 bun¢k, u kterych
se zaznamenal morfotyp, celkovd délka a Sitka buiky, délka biciku, vzdélenost
kinetoplastu od jadra a vzdalenost kinetoplastu i jddra od anteriorniho konce buiky.
Snimky bunék i méfeni bylo provedeno pomoci CCD kamery DP-72 a programu
QuickPhoto Micro 3.0 (Olympus). Namétené hodnoty, jako rozdily v Sitce a délce bungk,
jejich vzdjemny pomér a délka biciku, byly analyzovény a graficky vyhodnoceny metodou
ANOVA (Statistica 5.1).

Pro urceni morfotypii bun¢k H. tarakana byly zhotoveny preparity roztérem
kultury, ktera byla odebrand paty den po pteoCkovani a vzniklé preparaty byly obarvené
giemsou (viz kap. 3. 3. 1). Pro porovnani, zda jsou morfotypy odlisné v hostiteli byly

v ramci experimentalnich infekci vZdy po pitvach také obarveny roztéry stiev.

3. 3. 2 Barveni bunék fluorescenénim barvivem DAPI

Buiiky z kultury byly dvakrat promyty ve fyziologickém roztoku, resuspendoviny v
mensim objemu fyziologického roztoku, kdpnuty na odmasténé podlozni sklo a byl
zhotoven roztér. Po zaschnuti a nafixovdni metanolem (viz vySe) bylo na buniky naneseno
20 ul  montovaciho média VECTASHIELD s fluorochromem DAPI (4',6-diamidin-2-
fenylindol). Médium bylo zakryto krycim sklem a jeho okraje se oramovaly lakem na
nehty. Snimky bunc¢k byly provedeny pomoci CCD DP-71 kamery pfipevnéné ke
sveételnému mikroskopu Olympus BX51 a programu QuickPhoto Micro 3.0 (Olympus).

3. 3. 3 Piiprava bunék pro vySetieni transmisnim elektronovym mikroskopem (TEM)

1. Chemicka fixace

Vyhodou chemické fixace je stabilizace, imobilizace a okamZzité zafixovéani bilkovin.
Chemick4 fixace byla provedens v Biologickém centru AV CR v Ceskych Budg&jovicich v
laboratoti Ing. J. Nebesafové. Sto¢eny pelet bunck byl fixovdn 24 hodin pfi teploté 4 °C
v 2,5% glutaraldehydu, ktery byl nafedén 0,1 M kakodylitovym pufrem (pH 7,2) a
nasledné¢ postfixovan 2 hodiny ve 2% OsO4 nafedéném stejnym pufrem. Nafixovany
vzorek byl odvodnén vzestupnou acetonovou fadou. Dehydratované vzorky byly zality do
pryskyfice Poly/Bed 812/Araldite 502 nafedéné 100% acetonem a poté prevedeny do Cisté
pryskyfice. Vzniklé blocky byly nafezany v laboratofi elektronové mikroskopie PfF UK na

ultramikrotonu Ultracut E (Reichert-Jung) a sitky se vzorky kontrastovany octanem
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uranylu a citrdtem olovnatym.

2. Mrazova substituce (ES)

Pti kryometodach je velkou vyhodou skutecnost, zZe preparat zlistiva zachovan co nejblize
nativnimu stavu. NasSe vzorky byly rychle zamrazeny metodou vysokotlakého zamrazovani
(HPF) ptistrojem High Pressure Freezer EM PACT?2 (Leica Microsystems) v Biologickém
centru AV CR v Ceskych Budé&jovicich. Po centrifugaci byl pelet bunék smichan s 20%
hovézim sérovym albuminem (BSA), centrifugovdn a mald kapka bunck byla zamrazena
pomoci rychlého pienosného systému (RTS) s tekutym dusikem v HPF pfistroji. Po
zamrazeni byl vzorek pfeveden do ptedem zmrazeného (90 °C) substitu¢niho média (2%
0sO4 rozpusténém ve 100% acetonu). Nasledné dle laboratorniho protokolu doslo
k pozvolnému vicekrokovému zvySovani teploty. Vzorky byly promyty acetonem a smé&si
acetonu s pryskyfici stejné jako pii chemické fixaci a dal§i postup byl podobny jako
v predchozi metod¢. Pro podrobngjsi analyzu periflageldrni kapsy bylo provedeno nékolik
sériové nakrdjenych tezli. Vzddlenost mezi jednotlivymi fezy, které byly nésledné
pokladany za sebou na sitku ¢inila + 75 nm.

Preparaty vytvorené obéma metodami byly prohlédnuty a nafoceny transmisnim
elektronovym mikroskopem TEM JEOL JEM-1011 s CCD kamerou Valeta a akvizi¢nim
softwarem ITEM 5. 1. (Olympus Soft Imagining Soultion GmbH). Pfi analyze
ultrastruktury bunék jsem se zaméfila zejména na bicik, periflagelarni kapsu, okolni
mikrotubuly, ,,desmozémy* a kinetoplast. Kinetoplasty bun€k (28 pro kazdou metodu)
byly zméieny v Sifce a vySce. Naméfené hodnoty (zejména vyska) byly analyzovéany a
graficky vyhodnoceny metodou ANOVA (Statistica 5.1). Vyslednd Sitka kinetoplasti byla
hodnocena pouze pfiblizn€, protoZze se vétSinou nepodaii pozorovat (a tedy 1 zméfit)

kinetoplast v celé Sifce (Cast se dostane mimo rovinu fezu).

3. 4 Molekularni analyzy

3. 4.1 Izolace DNA

Pomucky a chemikélie:

» sterilni plastové pisty, sterilni plastové minizkumavky (Eppendorf 1,5 ml), skalpel
» fyziologicky roztok
» High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche)
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> Quick DNA™ MicroPrep (Zymo Research)
» Isopropanol (Sigma-Aldrich)

Izolace DNA Svabu

Pro barcodingovou analyzu nymfalnich stadii Svabi bylo v prabchu pitvy oddéleno stehno
(femur), které se az do dalSiho zpracovani uchovalo v plastové minizkumavce se 100 pl
eluéniho pufru pfi teplot¢ —20 °C. Po rozmrazeni bylo stehno nafezdno ociSténym
skalpelem a pfeneseno zpét do minizkumavky, do které se ptidalo 200 ul lyza¢niho pufru a
40 pl proteindzy K. Vysledna smés byla homogenizovéna sterilnim plastovym pistem a
inkubovéna pii 60 °C po dobu tii hodin. Dalsi postup navdzal na bézny protokol, ktery je
soucasti kitu High Pure PCR Template Preparation Kit. Celkovd DNA byla elulovédna do
100 pl eluéniho pufru. U nymfélnich stadii Svabl pochdzejicich z jedné lokality byla

izolovdna DNA vzdy minimaln¢ ze ti{ jedinct.

Izolace DNA trypanosomatid

Totdlni DNA byla izolovdna ze stfeva Svabu (tzv. environmentdlni (ENVI) vzorky) nebo z
bun¢k trypanosomatid z kultury. Stfevo $vabl bylo standardné uchovano ve 100 pl
eluénitho pufru (v =20 °C) a po rozmrazeni byla izolace provedena dle protokolu
poskytnutého vyrobcem kitu High Pure PCR Template Preparation Kit. Kultura bun¢k byla
nejprve dvakrat resuspendovdna ve fyziologickém roztoku po centrifugaci a poté se
pokracovalo dle stejného navodu. Celkovd DNA byla elulovana do 100 ul elu¢niho pufru.
V piipad¢, Ze bylo DNA ve vzorku mélo (napt. slabd infekce spatfena pii pitvé) bylo
k bunikkdm stfeva pfiddno 40 pl proteindzy K (z kitu Roche) a déle se postupovalo dle
navodu, ktery je souédsti kitu Quick DNA™ MicroPrep. Celkovd DNA pii izolaci

z malého mnozstvi byla elulovdna do 15 ul elu¢niho pufru.

3. 4. 2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pomticky a chemikélie:
» Combi PPP Master mix (Top-Bio), PCR H,O (Top-Bio)
» templatova DNA

» specifické primery (viz tab. 3. 4. 2. 2)
» PCR cycler s teplotnimi cykly (viz tab. 3. 4. 2. 3)
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Tabulka 3. 4. 2. 1: SloZeni amplifika¢ni reakce do objemu 25 ul

Master mix 12,0 ul
PCR H20 10,0 ul
vzorek DNA 1,0 ul

primer F (10 pmol/ ul) 0,5 ul

primer R (10 pmol/ ul) 0,5 ul

Standardni PCR byla pouzita pro barcodingovou analyzu nymfélnich stadii Svabu, pfi které
byl amplifikovdn gen pro mitochondridlni 12S a 16S rRNA s pouZitim specifickych
primertt 12S-F/R + 16S-F/R (dle Djernzs et al., 2015)

U vSech izolatd byl pro detekci trypanosomatid (kinetoplastid) amplifikovdn a
sekvenovan gen pro malou ribozomélni podjednotku (SSU rRNA neboli 18S rRNA).
Sekvence pro SSU rRNA zenviromentdlnich vzorkii byla ziskdna prostfednictvim
vicendsobné (tzv. nested) PCR, kterd umozni zachytit i velmi malé mnozstvi templatové
DNA trypanosomatid. V prvnim amplifikacnim kroku byla DNA amplifikovdna vné&jSimi
primery S763 + S762 (dle Maslov et al., 1996). Vznikly produkt je templdtem pro druhy
amplifikacni krok, ve kterém jsou pouzity vnitini primery TrN-F2 + TrN-R2 (dle Votypka
et al., 2015).

V ptipadé¢ DNA izolované z kultury bun¢k byly pro amplifikaci SSU rRNA pouzity
kinetoplastidové specifické primery S763 + S762 nebo univerzdlni eukaryotické primery
Medlin-A + Medlin-B (dle Medlin et al., 1988). U kultivovatelnych izoldtd byl u
trypanosomatid  amplifikovin gen pro glykosomalni  glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenazu (gGAPDH) pomoci specifickych primert GAPDH-Y-F + GAPDH-Y-R
(dle Yurchenko et al., 2006) nebo M200 + M201 (dle Yurchenko et al., 2009).

Pro jemnéjs$i rozliSeni mezi jednotlivymi druhy/populacemi trypanosomatid nebo v
rdmci popisu nového druhu byl u izolath z kultury i nékterych environmentalnich vzorkt
amplifikovdn gen pro ,spliced leader (SL) RNA. Amplifikace genu pro SL RNA byla
provedena s pouzitim primerd M167 + M168 (dle Westenberger et al., 2004) nebo ME1
+ ME2 (dle Podlipaev et al., 2004) pted AT zaklonovdnim do kompetentnich bunék
Escherichia coli, které bylo nutné pro ziskani vysledné sekvence vzhledem k pfitomnosti

dlouhé polyA oblasti v semikonzervativni ¢asti sledovaného genu (viz kap. 3. 4. 5).

43



Tabulka 3. 4. 2. 2: Prehled pouZitych primerti pro PCR

Gen Primer Ori.entace Sekvence primeru 5'— 3'
primeru
125 rRNA 12S-F forward ACTATGTTACGACTTATCTC
12S-R reverse AAACTAGGATTAGATACCC
16S RNA 16S-F forward CGCCTGTTTAACAAAAACAT
16S-R reverse TTTAATCCAACATCGAGG
Medlin A | forward CTGGTTGATCCTGCCAG
Medlin B | reverse TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC
SSU S763 forward CATATGCTTGTTTCAAGGAC
rRNA S762 reverse GACTTTTGCTTCCTCTAWTG
TrN-F2 | forward GARTCTGCGCATGGCTCATTACATCAGA
TrN-R2 | reverse CRCAGTTTGATGAGCTGCGCCT
Y-F forward aga gga tccATGGCTCCGMTCAAGGTTGGC
«GAPDH Y-R reverse aga gga tccTTACATCTTCGAGCTCGCGSSGTC
M200 forward ATGGCTCCVVTCAARGTWGGMAT
M201 reverse TAKCCCCACTCRTTRTCRTACCA
M167 forward GGGAAGCTTCTGTACTWTATTGGTA
SLRNA M168 reverse GGGAATTCAATAAAGTACAGAAACTG
MEI1 forward TTCTGTACTTTATTGGTA
ME2 reverse CAATAAAGTACAGAAACTG

Tabulka 3. 4. 2. 3: Ptehled teplotnich cyklt pro amplifikaci

Kombinace Pocet Teplota Cas
primert opakovani (°C) (min)

1 95 1:00

Barcoding $vabt 95 1:00
12S-F/R 35 48 1:00
16S-F/R 72 1:30

1 72 7:00

1 94 5:00

SSuU 94 1:00
(izolat z kultury) 40 55 1:30
Medlin A/B 7 1:30

1 72 5:00

1 94 1:00

oS 40 s 30

S763/763 :

72 1:30

1 72 5:00

SSU 1 94 5:00
TrN-F2/R2 35 94 1:00
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64 1:30

72 1:30

1 72 5:00

1 94 3:00

¢GAPDH 94 1:00

M200 + M201 32 55 0:30

Y-F+Y-R 72 1:30

1 72 5:00

1 95 4:30

95 0:30

32 2 1:00

. SL 65 2:30
(izolat z kultury)

M167/M168, 95 0:30

ME1/ME2 >0 1:00

1 72 2:30

50 1:00

72 5:00

1 94 4:00

94 0:30

o 4 0 1:00

(ENVI izol4t) 63 2:30

M167/M168, 94 0:30

MELME? 45 50 1:00

72 2:30

1 50 1:00

1 72 10:00

3. 4. 3 Horizontalni elektroforéza a izolace PCR produktu

Pomucky a chemikalie:

» PCR produkt

agaréza (Invitrogen Ltd.)

TAE pufr (AppliChem Gmbh)

SybrSafe DNA gel stain (Invitrogen Ltd.)

GeneRuler ™ 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas life science)
sterilni skalpel a sterilni plastové minizkumavky (Eppendorf 1,5 ml)
High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)

Isopropanol (Sigma-Aldrich)

PCR H,O (Top-Bio, s.r.o.)

VvV V.V V V V VYV V
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Produkt ziskany polymerazovou fetézovou reakci byl analyzovan pomoci horizontdlni
elektroforézy na 1% agar6zovém gelu vytvoreném smichanim agarézy a TAE pufru. Smés
byla po rozpusténi varem mirn¢€ zchlazena a poté se ptidalo interkala¢ni barvivo SybrSafe,
které pozdé&ji zajistilo zviditelnéni DNA pod UV svétlem. Na gel byl pred aplikaci vzorkl
nanesen marker GeneRuler'™ 100bp DNA Ladder Plus pro odeéteni velikosti PCR
produktu. Po dokonceni elektroforézy byly gely se vzorky zdokumentované fotograficky.
Pokud byl na gel nanesen cely objem vzorku nebo elektroforéza prokazala
pfitomnost dvou produkti ve stejném vzorku, vzniklé pruhy (bandy) byly vyfezdny
sterilnim skalpelem pod UV svétlem. Vzorky umisténé do sterilni minizkumavky byly
zvazeny a poté z nich byla izolovdna DNA. Druhou moznosti bylo nanést na horizontalni
elektroforézu mensi objem vzorku a zbytek PCR produktu byl vyuZit pro izolaci DNA.
V obou dvou piipadech se postupovala dle navodu, ktery je soucasti purifika¢niho kitu

High Pure PCR Product Purification Kit.

3. 4. 4 Sekvenace a vyhodnoceni sekvenci

Izolovand DNA z PCR produktu byla sekvenovana pomoci amplifika¢nich primera (pro
nested PCR se jednalo o vnitfni primery) viz tab. 3. 4. 2. 2 a v piipadé¢ SSU (délka
produktu cca 2kb) byly pouzity i dalSi vnitini primery (viz tab. 3. 4. 4. 1). VSechny
primery byly v koncentraci 3,2 pmol/ul. Sekvena¢ni smés byla pfipravena z 6,5 ul DNA s
1,5 pl primeru a poté byla posldna do Laboratote sekvenace DNA PiF UK. Pokud vysledna
sekvence nevysla dobfe, byl do laboratoie zaslan PCR produkt s primery zvl4st’ a sm¢s
byla namichdna pracovniky ptislusSného pracoviste.

Vysledna sekvence ve formée fluorescencnich kiivek byla zkontrolovdna a upravena
v programu BioEdit, do kterého byl integrovdn algoritmus Clustal (ptfipadné sekvence
zkontroloval a opravil muj $kolitel v programu Genious). Upravend sekvence byla uloZena

ve formédtu FASTA a pomoci algoritmu BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

byla porovndna s dostupnymi sekvencemi.’

> Fylogenetické analyzy sekvenci SSU, GAPDH a SL genii z isolétti poskytnutych Dr. V. Yurchenkem byly

provedené mym Skolitelem Doc. Votypkou.
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Tabulka 3. 4. 4. 1: Vnitini primery pouZivané k sekvenaci SSU

Nazev Orientace

primeru primeru Sekvence 5'— 3'
1000 F forward AGACGAACTACAGCGAAGGCAT
1000 R reverse ATGCCTTCGCTGTAGTTCGTCT
1510 F forward CAGGTCTGTGAYGCTG
I510R reverse CAGCRTCACAGACCTG
577 F forward GCCAGCACCCGCGGT
577R reverse ACCGCGGGTGCTGGC

3. 4. 5 AT klonovani pomoci pGEM-T-easy vector system

Pomucky a chemikaélie:

» vstupni DNA izolovana z gelu (PCR produkt)

» Combi PPP Master Mix (Top-Bio), PCR H,O (Top-Bio)

primery ME167/168, ME1/ME2, pGEM SP6/T7

Luria-Bertani broth (LB) (Sigma-Aldrich) + destilovana voda

Bacto™ Agar (Chemos) + destilovand voda

pGEM - T Easy Vector System, T4 ligdza, (Promega)

kompetencni bunky Escherichia coli TOP 10 (Invitrogen Ltd.)
Ampicilin (Labmark)

Isopropyl 3-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG) (Fermentas Life Science)
Bromo-chloro-indolyl-galaktopyranosid (X-Gal) (Fermentas Life Science)
Pure YieldTM Plasmid Miniprep System (Promega)

YV V.V V V V V V VYV V

sterilni minizkumavky (Eppendorf 1,5 ml), sterilni falkony (Sigma, 15 ml),
bakteridlni klicka

Proces klonovani je rozdélen do né€kolika dni. Pied zacatkem celého procesu bylo nejprve
pfipravené LB médium smichdnim 20 g sypkého LB s 1 1 destilované vody, po sterilizaci
autokldvem (120 °C) a shlazeni bylo médium skladovéno v lednici pti 4 °C. Predem se
ptipravily také agarové plotny smichanim 20 g sypkého LB s 15 g sypkého BactoAgaru a 1
1 destilované vody. Takto piipravené horké médium bylo ihned po sterilizaci ve sterilnim
flowboxu rozplnéno po 15 ml do sterilnich Petriho misek a 20 minut se nechalo tuhnout
s odklopenym vickem. Po ztuhnuti a zavickovani se plotny obalily parafilmem a dnem
vzhtru se uskladnily v lednici (4 °C).

1. den: Izolovand DNA z kultury nebo ENVI vzorkl byla amplifikovdna specifickymi
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primery (M167/M168 nebo MEI/ME2). Poté byla provedend PCR, horizontdlni
elektroforéza a jednotlivé prouzky (bandy) byly z gelu extrahovéany. Po izolaci DNA z gelu
byla zméfena jeji molarni koncentrace na spektrofotometru (NanoDropu ND-1 000).
Nésledné se pripravila ligani sm¢s, kterd se nechala ligovat pfes noc v lednici (4 °C).
Ligacni smés (viz tab. 3. 4. 5. 1) tvorily pGEM plasmidy oteviené restriktizou EcoRV
(GAT/ATC), T4 ligaza, ligacni pufr a fragmenty DNA pro zaklonovéani.

Tabulka 3. 4. 5. 1: SloZeni ligacni smési v piipad¢ nizké/dostatecné koncentrace PCR

produktu
Ligacni pufr Sul
Nizka pGEM plasmidy 1 ul
koncentrace PCR produkt 3 ul
T4 ligdza 1 ul
Ligacni pufr Sul
Dostateénd pGEM plasmidy 1 ul
koncentrace PCR produkt Lul
T4 ligdza 1 ul
PCR H,0 2 ul

2. den: Na ledu bylo ke 100 ul kompetencnich bun€k E. coli pfidano 10 pl ligacni smési,
po dvaceti minutdich se minizkumavky pienesly zledu na termoblok (42 °C), kde se
nechala smés bunék s plasmidy 45 sekund ,,Sokovat“ a poté se vratily na led. Nasledné
(mimo led) byla kazd4 minizkumavka doplnéna 1 ml LB média a umisténd na tfepacku (90
minut, 37 °C, 220 rpm). Béhem této doby byla na kazdou plotnu nanesena sterilni
bakteridlni klickou smés ampicilinu (25 pl), IPTG (100 ul) a XGALu (20 ul). Poté se
stejnym zplisobem na takto pfipravenou plotnu naneslo 100 ul narostlych bunék a plotny
se ulozily dnem vzhtiru do termostatu (37 °C) do dalsiho dne.

3. den: Nejprve se ve sterilnim flowboxu pipetoval 1 ml LB média do 15 ml falkon nebo
1,5 ml minizkumavek. Z kazdé plotny se sterilni Spickou (10 ul) vypichlo 5 bilych kolonii
(j. kolonii s vlozenym produktem), kazda kolonie se pifenesla do sterilni minizkumavky
s 10 ul PCR H,O. Z resuspendované smési se 2 ul prenesly do LB média. Minizkumavky
byly vloZzeny do cycleru s programem LIKV (viz tab. 3. 4. 5. 3), pii kterém doSlo
k degradaci bunécnych stén, DNA-dz a uvolnéni DNA. Mezitim byl smichdn master mix,
PCR H;0, specifické primery (ME1+ME2, M167+168 nebo SP6+T7) a po skon¢eni cyklu
se pridala DNA (viz tab. 3. 4. 5. 4). Po amplifikacni reakci a horizontélni elektroforéze se

vybraly dva klony z kazdého vzorku, které se prenesly z LB média (4 ul) do nové 15 ml
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falkony s ¢istym LM médiem (4 ml) a ampicilinem (4 pl). Falkony se do druhého dne
nechaly v tfepacce.

4. den: Z narostlych buné€k se izoloval plazmid dle ndvodu, ktery byl soucasti kitu Pure
YieldTM Plasmid Miniprep System (Promega), mnozstvi DNA v PCR produktu se zméfilo
na spektrofotometru. Namichand sekvenacni smés s primery SP6/T7 (tab. 3. 4. 5. 2) se

odeslala do Laboratore sekvenace DNA PrF UK.

Tabulka 3. 4. 5. 2: Primery SP6/T7 pouZzité pro amplifikaci/sekvenaci

SP6 forward TATTTAGGTGACACTATAG

pGEM
T7 reverse TAATACGACTCACTATAGGG

Tabulka 3. 4. 5. 3: Teplotni cyklus LIKV smési ~ Tabulka 3. 4. 5. 4: SloZeni reak¢ni

Teplota (°C) | Cas (min) Master mix 7,0 ul
96 5:00 PCR H20 5,0 ul
50 1:50 vzorek DNA 1,0 ul
96 1:50 primer F (10 pmol/ ul) | 0,5 ul
45 1:00 primer R (10 pmol/ ul)| 0,5 ul
96 1:00
40 1:00

3. 5 Experimentalni infekce Svabu

Pro stanoveni hostitelské specifity jednohostitelského trypanosomatida druhu
Herpetomonas tarakana (kmen OSR-18 izolovany zrusce laponského (Ectobius
lapponicus) Doc. V. Yurchenkem) byly provedeny experimentélni infekce synantropnich,
volné Zijicich i chovanych §vabl prostfednictvim potravy. Nejprve byla ¢ast svabl z dané
skupiny vypitvdna pro potvrzeni absence piirozené infekce. Svabi byli umisténi do
sterilnich boxii po 3-6 jedincich a byla jim odebrdna voda i potrava. Doba vyhladovéni
trvala 5-12 dni (zdviselo na druhu a velikosti jedinct). Svabi byli v pribéhu hladovéni
kazdy den kontrolovani. V pifipad¢ zaznamenaného thynu bylo ihned pfistoupeno k infekci
zbylych jedinct. Dobte narostld kultura herpetomondd se nechala nasdknout do drobnych
kouskil ususeného konzumniho chleba a nésledné byla poddna vyhladovélym Svabiim na
malych Petriho miskach. Po 30—60 minutiach byla infikovana potrava Svabim odebrana a

pod mikroskopem byla zkontrolovdna Zzivotaschopnost herpetomondd. V nasledujicich
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dnech byly chovné boxy s infikovanymi Svaby opakované CiStény a desinfikovany, aby
nedochézelo k piipadnym reinfekcim v dasledku poZirani trusu, ktery by mohl obsahovat
vylougend stddia paraziti. Kontroly infikovanych §vabii byly provadéné prvni (IDPI®) a
sedmy den (7DPI) odebranim trusu (v piipad¢ volné Zzijicich druhii bylo nutné provést
pitvu stfev nékolika jedincii), ktery byl nasledné vySetfen svételnou mikroskopii. Posledni
ctrnacty den (14DPI), byli Svdbi usmrceni a bylo jim vypitvdno stfevo. Stfeva byla
vySetfena svételnou mikroskopii, a rovnéZ pomoci specifické nested PCR (viz vyse).
V piipad€ prvnich tfech experimentalnich infekci, pii kterych jeSt€ nebyla zavedena
standardni metoda PCR byla stieva vySetfena pouze svételnou mikroskopii (resp. vysledky

nebyly potvrzené pomoci PCR).

® DPI: Den/Dni Po Infekci
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4 VYSLEDKY

4. 1 Parazitologické vySetieni Svabi

Pro zjisténi pfitomnosti trypanosomatid ve Svdbech bylo v prubéhu tii let ziskdno a
vypitvano celkem 510 jedinct. Ziskan{ Svdbi zatazeni celkem do ¢tyt Celedi, 26 roda a 36
druhii byli rozdéleni do ti{ kategorii (chovani, synantropni a voln¢ Zijici, viz tab. 4. 1. 1). U
pozitivnich ndlezi byla druhovd determinace paraziti provedena na zdklad¢ srovnani
ziskanych sekvenci SSU s dostupnymi sekvencemi v databazich.

Z prvni kategorie (chované druhy) bylo vySetieno 179 (84 92, 71 43, 24 nymf)
jedinct, ktefi byli ziskdni z Sesti riiznych chovii. U sedmi druhil z chovu Katedry zoologie
PiF UK a dvou druhti z chovu Jiftho Hromadky byl zjistén pivod a rok zaloZeni (viz tab.
4. 1. 1). Zadny z chovanych $vabt nebyl infikovan trypanosomatidy, pouze u jednoho
dospélého jedince @ rusa domdciho (Blattella germanica, Ectobiidae) z chovu Katedry
zoologie PiF UK byla ziskdna SSU sekvence kinetoplastida blize neuréeného druhu rodu
Bodo (Metakinetoplastina; Eubodonida).

Druha kategorie (synantropni druhy) ¢itala celkem 104 (40 29, 53 2, 11 nymf)
jedinct, kteti byli odchyceni v letech 2014 az 2016 ze sklenikii a terdrii Stanice
piirodovédct v Praze, expozice Zelv zoologické zahrady v Praze, expozice krokodylu
zoologické zahrady v Plzni a prostorti zvifetniku Katedry parazitologie. V zadném druhu
z této kategorie nebyla potvrzena infekce trypanosomatidy. Ze dvou samic Svidba
amerického (Periplaneta americana, Blattidae) odchyceného na Stanici ptirodovédct byla
ziskana sekvence SSU, kterd se z 98 % shodovala s druhem Dimastigella trypaniformis
(Metakinetoplastina; Neobodonida) a jedna se tedy pravdépodobné o blizce ptibuzny druh
¢i o geneticky odliSnou populaci v rdmci tohoto druhu.

Tieti kategorii tvorily volné Zijici druhy odchytavané od zacatku kvétna do konce
zati/ifjna v pribshu let 2015 az 2016 na tizemi Ceské republiky. Pro odchyt dospélcii byla
nejvhodnéjsi druhd polovina kvétna aZ konec Cervence. Nymfalni stidia byla odchycena

V letech 2015-2016 bylo ziskdno celkem 117 jedincl ze dvou lokalit v okolf
Divoké Sarky a Prokopského tddoli. Na jedné lokalité v okoli Divoké Sirky bylo
odchyceno 88 §védbii nélezicich do dvou druht: 4 29 + 1 & rusce laponského (Ectobius

lapponicus) a 28 29 + 22 434 + 33 nymf rusce lesniho (E. sylvestris) (Ectobiidae). Ve
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sttevé jedné @ a dvou 3'J rusce lesniho byla pii vySetfeni svételnou mikroskopii nalezena
slaba infekce (+) v proktodeu, ale nislednd PCR byla negativni a infekce tedy nebyla
potvrzena. Ve stfednim a zadnim stfevé tiech dalSich jedincti nymfélniho stadia rusce
lesniho byla pfi mikroskopickém vySetfeni zachycena slaba infekce (+). Po izolaci DNA ze
sttev téchto tif jedinch a amplifikaci genu pro SSU rRNA byly ziskany sekvence. Identické
sekvence z prvnich dvou jedinci byly z 99 % identické sdruhem Dimastigella
trypaniformis (Metakinetoplastina; Neobodonida), sekvence z tietiho jedince méla shodu
s rodem Dimastigella pouze z 89 %.

V okoli Prokopského udoli bylo na jedné lokalité odchyceno 29 jedinct (6 99, 4
338, 19 nymf) rusce plamatého (Phyllodromica maculata, Ectobiidae). Pfi
mikroskopickém vySetfeni stfev nebyla u Zddného dospélce prokdzand piitomnost
trypanosomatid. Naopak v jednom jedinci nymfalniho stddia byla potvrzena pfitomnost
trypanosomatida, ktery byl na zdklad€ sekvence SSU urcen do druhu Crithidia fasciculata.

Vroce 2015 také bylo odchyceno sedm nymfélnich stadii rusce lesniho z okoli
terénni stanice Ruda (Veseli nad LuzZnici) nédlezici P¥F UK. Zadny jedinec viak nebyl
infikovan. DalSich sedm dospélct (4 29, 3 43) rusce plamatého bylo odchyceno mym
Skolitelem u Mikulova (Jizni Morava). Ve &tyfech jedincich (3 29 a 1 &) byla pfi
mikroskopickém vySetfeni potvrzena stfedné silné infekce (++) trypanosomatidy v zadnim
stievé. Po osekvenovédni gent pro SSU rRNA byly vSechny izoldty urceny jako druh
Herpetomonas tarakana.

V prvni poloving€ kvétna roku 2016 bylo odchyceno 96 jedincti ze Ctyf vzdjemné
vzdalenych lokalit Narodniho parku Podyji. VSichni odchyceni S§vaby byly v poslednim
nymfalnim instaru. U vSech odchycenych jedinci doslo béhem jednoho tydne
k metamorféze a mohli tak byt urceni do druhi. Pfi mikroskopickém vySetfeni byla infekce
trypanosomatidy zachycend ve stfevech 29 jedinct (30% prevalence), ale PCR potvrdila
pouze 16 pozitivnich vzorkl (17% prevalence) (piehled viz tab. 4. 1. 2). Z lokality Nad
Sobesem bylo odchyceno 33 jedinct (13 22 + 16 && rusce lesniho; 3 29 + 1 & rusce
plamatého), Zadny z nich nebyl infikovan. Lokalita Sealsfieldiiv kdmen citala 33 jedinct
rusce lesniho (18 22, 15 &), znichz bylo 12 infikovanych trypanosomatidy (36%
prevalence), ale pouze v 8 pfipadech byla infekce potvrzend PCR (24% prevalence).
V lokalité Listnaty les Havraniky bylo odchyceno 19 jedinci rusce lesniho (12 9, 7 33),
z kterych bylo 15 pozitivnich (79% prevalence), ale PCR potvrdila infekci pouze u sedmi
jedinct (37% prevalence). Z lokality Havranické viesovisté bylo ziskdno 11 $§vaba (6 @9

+ 1 & rusce lesniho; 1 @ + 3 3 rusce plamatého) a pouze ve dvou jedincich rusce lesniho
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byla mikroskopicky potvrzend pfitomnost bunék trypanosomatid (18% prevalence).

Nésledna PCR potvrdila infekci pouze v jednom z téchto dvou jedincti (9% prevalence).

Tabulka 4. 1. 1: Prehled vySetfenych $vabli na pfitomnost kinetoplastid/trypanosomatid

v letech 2014 az 2016
Celkem/
Druh Chov/Lokalita Pozitivni Druh/Rod kinetoplastid*
Blaberus discoidalis | Jiti Hromadka 1/0 -
Blaberus giganteus Jiti Hroméadka 1/0 -
Blatta orientalis Kat. zoologie PfF UK’ |  13/0
Kat. zoologie PYfF UK® |  3/1 Bodo sp.
Blattella germanica Kat. zoologie PfF UK’ 10/0 -
VURY, v.v.i. 10/0
Kat. zoologie PfF
2 | Blatella sp. UK'" 15/0
£ Jif Hromadka 1/0
«w |Byrsotria rothi
g Brtetislav Fidra 5/0 ---
)
5 . Kat. zoologie PfF UK 4/0 ---
Deropeltis sp.
Jiti Hromadka 1/0 ---
Diploptera punctata | Jiti Hromadka 1/0 -
Elliptorhina javanica |Jiti Hromadka 1/0 ---
Elliptorhina chopardi |Jiti Hromadka 1/0 ---
Ergaula capucina Kat. zoologie PiF UK 10/0 -
Jiti Hromadka 1/0 ---
Eublaberus distanti
Kat. zoologie PiF UK 2/0 -
Eublaberus posticus | Jiti Hromadka 1/0 -
Eublaberus serranus | Jifi Hromadka 1/0 -

* Druhové/Rodové uréeni na zdkladé sekvence SSU

7 Piivodné synantropni, mésto Varna (Bulharsko), odchyt 2012

¥ Pivodng synantropni, mésto Peking (Cina), odchyt 2013

? Piivodné synantropni, mésto Nachi¢evan (Azerbajdzan), odchyt 2016

' Piivodné volné Zijici, louky Wondo Genet (Etiopie), odchyt 2014

" Piivodné synantropni, mésto Jinka (Etiopie), odchyt 2009
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"2 Piivodné& volné Zijici, jeskyné Korfu, odchyt 2012-2014

" Piivodné synantropni, mésto Athény (Recko), odchyt 2015
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Eurycotis floridana Jiti Hromadka 1/0
Gromphadorhina
oblongonota Jiti Hroméadka 1/0
Gromphadorhina
portenosa Jiti Hromadka 1/0
Henschoutedenia
flexivitta Jifi Hromadka 1/0
Loboptera decipiens | Kat. zoologie PTF UK 2/0
Lucihormetica
verrucosa Bretislav Fidra 9/0
Nauphoeta cinerea Jana Bulantova 14/0
Panchlora nivea FrantiSek Jina 24/0
Phoetalia pallida Jiti Hroméadka 1/0
Polyphaga Jifi Hromadka 1/0
aegyptiaca12 Kat. zoologie PiF UK 5/0
Pycnoscelus nigra Jiti Hroméadka 1/0
Pycnoscelus striata | Jifi Hromadka 1/0
Pycnoscelus
tenebrigera Jiti Hromadka 1/0
Rhyparobia maderae | Jiti Hromadka 1/0
Kat. zoologie PiF
Supella longipalpa UK" 10/0
Symploce incuriosa Kat. zoologie PiF UK 12/0
Therea olegrandjeani it Hromddka v
Kat. zoologie PiF UK 10/0
E: Expozice Zelvy, ZOO
E Blattella germanica | Praha 15/0
\g Sklenik, Stanice
‘5 Nauphoeta cinerea piirodovédct (Praha) 4/0
=
Periplaneta Zvitetnik Katedra 9/0




australasiae parazitologie
Sklenik, Stanice Dimastigella cf. trypaniformis
Periplaneta piirodovédct (Praha) 56/2 (98% identita)
americana Expozice krokodyli,
700 Plzen 20/0 ---
Ectobius lapponicus | Divoka Sérka (Praha) 5/0 ---
Dimastigella cf. trypaniformis
. Y 2x (99% identita)
Divoka Sarka (Praha) 83/3
cf. Dimastigella
> N
S | Ectobius sylvestris 1x (89% identita)
R P P .
= Terénni stanice Ruda
2]
:E (Veselin. L.) 7/0 —-
:ﬁ NP Podyji (4 lokality) 88/16 Herpetomonas tarakana
> Prokopské tdol{
Phyllodromica (Praha) 29/1 Crithidia fasciculata
maculata Mikulovsko (Morava) 7/4 Herpetomonas tarakana
NP Podyji (2 lokality) 8/0 ---

Tabulka 4. 1. 2: Piehled pozitivnich infekci dospélcii rusce lesniho (E. sylvestris)

pochézejicich ze tii lokalit NP Podyji

Vzorek|Pohlavi | Lokalita | Stievo Sila PCR Druh
14 infekce'
S340 Q |S.kdmen| P + - ?
S341* Q |S.kdmen| M+P ++ + | H. tarakana
S342 Q |S.kdmen| P ++ + | H. tarakana
S364* 3 |S. kdmen| M+P +++ + | H. tarakana
S365 Q |S.kdmen| M+P ++ + | H. tarakana
S366 Q |S.kdmen| P + + | H. tarakana
S367 4 |S.kdmen| M + + | H. tarakana

14 &4st stieva kde se nachédzela infekce: S — stomodeum, M — mezenteron, P — proktodeum

15 §1la infekce: + nékolik bun¢k, ++ stovky bunék, +++ tisice bunék

*V téchto piipadech se zdaftila kultivace
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S368 Q |S.kdmen| S + - ?
S369 4 |S.kdmen| S + = ?
S370 Q |S.kdmen| M+P ++ + | H. tarakana
S371 Q S. kdmen| M + - ?
S375 4 |S.kdmen| M+P + + | H. tarakana
S379* Q List. les P +++ + | H. tarakana
S381 3 List. les P + - ?
S382 3 List. les | M+P +++ + | H. tarakana
S383 4 | List.les| P ++ + | H. tarakana
S384 Q List. les P + + | H. tarakana
S385 3 List. les P ++ + | H. tarakana
S386 Q List. les P + - ?
S387 4 | List.les| M ++ + | H. tarakana
S388 Q List. les P ++ + | H. tarakana
S389 3 List. les P ++ - ?
S390 Q List. les P + - ?
S391 Q List. les | M+P + — ?
S392 Q List. les P + - ?
S393 Q List. les P + - ?
S394 | Q© |Listles| P n _ ?
S403 3 H.vies. | P + = ?
S405 Q H. vies. P ++ + | H. tarakana
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4. 2 Izolace a kultivace trypanosomatid

V ramci spoluprace s Doc. V. Yurchenkem z Ostravské Univerzity ndm byly poskytnuty
kultury bunék OSR-18 a OSR-27 pochdzejici z rusce laponského (Ectobius lapponicus).
Ob¢ dosud neaxenizované kultury byly nejprve ociStény od plisni, kvasinek a bakterii
pomoci pouZziti U-trubice. Béhem pokust byly ptivodni kultury umisténé do kultiva¢nich
lahvi a vldkna plisni byla pribézné¢ mechanicky odstranovana (pro snizeni kontaminace a
zlepSeni piisunu kysliku ke kultufe). V ptivodni kultufe bunék OSR-18 se velmi dobie
mnozily plisn€ i buniky trypanosomatid, po axenizaci se vSak buiiky pfenesené do Cistého
média BHI (+ 10% FCS, hemin a amikin) pfestaly mnoZit. Podobné se také ptestaly
mnozit builkky po odstranéni plisni z plivodni kultury bunék OSR-27 a kultura zanikla.
V druhém pokusu byly buiikky (OSR-18) po axenizaci pomoci U-trubice pieneseny do
kondiciovaného média, kde jiz rostly velmi dobte. Poté byla axenickd kultura dvakrat
rozklonovdna obéma popsanymi zpusoby (viz kap. 3. 2. 4). Po vyockovani klonti do
kondiciovaného média se buiilky namnoZily pouze v piipadé semiklondlni kultury, ktera
byla oznacena jako OSR-18 CL2. U této kultury byla osekvenovdna SSU pro potvrzeni jeji
shodnosti s ptivodni kulturou, déle byla stanovena rastova kiivka (viz obr. 4. 5. 1) a roztéry
bunék byly obarvené fluorescen¢nim barvivem DAPI a Giemsou-Romanowsky pro popis
morfotypli a zméfeni prisluSnych parametra (viz déle). Ddle byly z odebrané kultury
vytvofeny prepardty pro TEM, a to chemicky i kryometodou, a také byla tato kultura
vyuZita pro experimentalni infekce a stanoveni hostitelské specifity tohoto parazita.

Pfi mikroskopickém vysetieni mnou vypitvanych stfev Svdbi byla potvrzend
pfitomnost bunck trypanosomatid (pfipadné kinetoplastid) ve 33 jedincich. Ve vSech
piipadech byl homogenat nebo ¢ast stiev ptenesen do média BHI (s 10% FCS, heminem a
amikinem). Kultivace a uUspéSné namnozeni bunck se zdafilo pouze v tiech piipadech
(S341, S364, S379; viz tab. 4. 1. 2). Naslednda PCR a sekvenace potvrdila, Ze ve vSech
ttech kulturdch jsou bunky Herpetomonas tarakana (tedy identické s izoldtem OSR-18) a
nebylo tak nutné kultury ddle axenizovat a klonovat.

Kviili podezfeni, Ze se jednd o buniky z rodu Dimastigella (Kinetoplastea), byla u ti{
jedinct rusce lesniho Cast sttedniho a zadniho stfeva umisténd nejenom do média BHI, ale
také do LB média pouZivaného pro klonovani (viz kap. 3. 4. 5). Nicmén¢ kultivace se
nezdafila ani v jednom piipad€. Pozd¢€ji ndm byly poskytnuty dvé kultury (Z310, Z323)
s bunikami kinetoplastid od Mgr. Michaela Kotyka, ktery studuje parazity $vdbl ze skupiny
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Parabasala. Kultury pochézely ze zadnich stfev dvou jedinct blize neur¢enych druht §vabt
(Q) Rhabdoblatta sp. (Z310) a (3) Gyna sp. (Z323). Po osekvenovéni gent pro SSU rRNA
byly bunky z kultury Z310 urceny jako Dimastigella trypaniformis (100% shoda) a
z kultury Z323 jako Phanerobia cf. pelophila (99% shoda); oba rody ndleZi mezi
Metakinetoplastina (Neobodonida). Médium vhodné pro buiiky parabasal tedy bylo ziejmée

vhodné 1 pro buiiky téchto kinetoplastid.

4. 3 Molekularni analyzy

Kromé naSich pozitivnich vzorkl (viz tab. 4.1.1) a izoldtu z kultury OSR-18 CL2 jsem
také osekvenovala gen pro malou ribozomalni podjednotku (SSU rRNA) u dalSich vzorki
ziskanych od Dr. V. Yurchenka. Jednalo se vzorky oznacené jako OSR-21, OSR-26, OSR-
27, OSR-28, OSR-29, OSR-32, OSR-33 a OSR-34. Tyto ,,ENVI* vzorky byly ziskané
z vypitvanych stfev volné Zijicich rusct laponskych (OSR-26 aZ OSR-29; plivodni hostitel
také pro OSR-18), ruscii plamatych (OSR-32 azZ OSR-34) a rusce Phyllodromica chladeki
(OSR-21). U izolatd OSR-18, 27 a 34 byl také pro jemn¢jsi rozliSeni amplifikovan a
osekvenovan gen pro glykosomdlni glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazu (gGAPDH) a po
zaklonovani také gen pro ,,spliced leader” (SL RNA). Na zdklad¢ fylogenetickych analyz
SSU rRNA a GAPDH, které provedl muj Skolitel Doc. Votypka, byly identifikovany dva
druhy: Herpetomonas sp.'® (izolity OSR27/29/32) a formdlné nové popsany
Herpetomonas tarakana (izolaty OSR-18/21/26/28/29/33/34) (podrobnéji Yurchenko et al.,
2016, viz priloha €. 1).

4. 4 Stanoveni morfotypi a méreni bunék Herpetomonas tarakana

Morfotypy bunck Herpetomonas tarakana byly definoviany na zdkladé pozice jddra,
kinetoplastu, periflagelarni kapsy a délky biciku. Vysetfenim roztérti kultury svételnou
mikroskopii byly prokdzany celkem ¢tyii morfotypy bunék: promastigoti, choanomastigoti
dvojiho typu (s kratkym/dlouhym bi¢ikem), opistomorfy a endomastigoti (viz obr. 4. 4. 1).
Morfotypy bunék in vitro byly morfologicky shodné s buiitkami in situ (viz obr. 4. 4. 2),

'® Druh Herpetomonas sp. nebyl formalné popsan jako novy druh, protoZe se nepodaiilo ziskat jeho kulturu.
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tedy ve stievech Svabl. Prepardty vzniklé roztérem kultury byly také obarveny
fluorescenénim barvivem DAPI, které prokdzalo absenci bakteridlnich endosymbiontii
v bunkach (viz obr. 4. 4. 3).

V kultufe i ve stfevé hostitele tvofily promastigoti a choanomastigoti s kratkym i
dlouhym bic¢ikem absolutni vétSinu (tzn. > 90 % buné¢k). Na preparatech zhotovenych
roztérem kultury bylo vybrdno 50 buné€k (promastigoti + choanomastigoti) a u obou
morfotypii byla zmétena celkovd délka a Sitka buniky a délka biciku (vzdjemné
signifikantni rozdily viz obr. 4. 4. 5), vzdélenost kinetoplastu od jadra a vzdalenost

kinetoplastu i jaddra od anteriorniho konce buiiky (viz tab. 4. 1. 3).

Obrazek 4. 4. 1: Bunécné morfotypy H. tarakana v kultufe: ch — choanomastigot, pr —
promastigot, op — opistomorf, sf — choanomastigot s kratkym bicikem, en — endomastigot.

Meéftitko 5 um.
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Obrazek 4. 4. 2: Bunétné morfotypy H. tarakana ve stievé rusce lesniho: en —

endomastigot, pr — promastigot, ch — choanomastigot. Méfitko 5 um.

Obrazek 4. 4. 3: Roztér kultury bun¢k H. tarakana obarvené fluorescencnim barvivem
DAPI; k — kinetoplast (modrd Sipka), J — jadro (bilad Sipka), ch — choanomastigot, pr —

s

promastigot, sf — choanomastigot s kratkym bicikem. Méfitko 5 um.
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Tabulka 4. 1. 3: Zakladni morfologické charakteristiky choanomastigotu a promastigotu

herpetomonddy H. tarakana z kultury.

Choanomastigot | Promastigot

Délka buiiky (um) 7,0 9,8

Rozptyl (um) 1,1 2,0

Minimum (um) 4,7 6,9
Maximum (um) 9.6 14,0

Siika buiiky (um) 4,7 2,9

Rozptyl (um) 0,8 0,5

Minimum (pum) 3,5 1,6

Maximum (um) 6,2 4,0
Délka/Sirka (um) 1,5 34

Rozptyl (um) 0,3 0,7

Minimum (pum) 0,8 2,3

Maximum (um) 1,9 4.5

Anteriorni konec buiiky od jadra (um) 44 4,6
Rozptyl (um) 1,1 0,7

Minimum (um) 2,2 3,3

Maximum (um) 7,1 5,9

Anteriorni konec buiiky od kinetoplastu (um) 3,6 2,8
Rozptyl (um) 1,2 1,0

Minimum (um) 1,2 1,4

Maximum (um) 5,9 5,5

Vzdalenost jadra od kinetoplastu (um) 1,3 1,8
Rozptyl (um) 0,9 0,8

Minimum (um) 0,1 0,2

Maximum (um) 2,9 3,7
Délka bi¢iku (um) 8,0 10,2

Rozptyl (um) 2,2 2,1

Minimum (um) 4,3 6,0

Maximum (um) 13,3 15,3
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Obrazek 4. 4. 4: Rozdily v délce, Sifce a jejich vzdjemném poméru a v délce bic¢iku u

choanomastigotil a promastigotit H. tarakana z kultury.

4. 5 Ristova kiivka Herpetomonas tarakana v kulture

Pro zjiSténi exponencidlni/staciondrni faze byly bunky H. tarakana OSR-18 CL2 pocitiny
dvakrat nezdvisle v sedmi po sob& ndsledujicich dnech. Velmi rychle rostouci buiky
prochdzely ¢tyfmi klasickymi fazemi (riistova kiivka viz obr. 4. 5. 1). Pti kazdém pocitani
byly zhotoveny roztéry pro porovnani zmény morfotypii bunék v jednotlivych dnech
(prehled morfotypt H. tarakana viz obr. 4. 4. 1). Promastigoti v kultufe prevazovali prvni,
druhy, Sesty a sedmy den po o¢kovani. Choanomastigotli a opistomorfl bylo nejvice 2. — 5.
den po ockovani. Sedmy den (fize odumirdni) se v kultufe krom promastigoti a
choanomastigotli objevily také endomastigoti. Kultura byla paty den (v exponencidlni fazi)

odebirana piedevsim pro morfologické analyzy a experimentélni infekce.
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Obrazek 4. 5. 1: Rastova kiivka bunééné kultury H. tarakana: 1. den (klidova lag-faze) —

1 (mnoho) promastigoti, | (malo) choanomastigoti; 2. den (zacatek exponencidlni log-faze)
— 1 promastigoti, T choanomastigoti, objevuji se opistomorfy; 3. den — | promastigoti, 1
choanomastigoti a opistomorfy; 4. den + 5. den stejné jako v tfetim dni po ockovani; 6. den
(stacionarni faze) — 1 promastigoti, T choanomastigoti, T opistomorfy; 7. den (faze

odumirani) — 1 promastigoti, T choanomastigoti, T endomastigoti, | opistomorfy.

4. 6 Popis ultrastruktury bic¢iku bunék Herpetomonas tarakana

V bunkéch herpetomonad (OSR-18 CL2) zpracovanych chemicky i mrazovou substituci
(HPF) pro transmisni elektronovou mikroskopii byly nalezené vSechny typické organely
trypanosomatid (viz obr. 4. 6. 1). Vysledna Sitka kinetoplastu méfila 593 + 82 nm u
preparati zpracovanych mrazovou substituci a 668 + 123 nm u prepardti fixovanych

chemicky'”.

'7 Sitka kinetoplastu se hodnotila pouze pfiblizn&, protoZe se vét§inou nepodaif pozorovat kinetoplast v celé

Sifce.
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Byla rovnéZ zméfena vyska kinetoplastu, kterd je mj. zavisl4 na pouZité technice a
v piipadé HPF je signifikantné vétsi (viz obr. 4. 6. 2).

Podél axonémy biciku se vzorcem 9x2 + 2 MT byla umisténd paraxidlni ty¢ (PFR),
kterd zacinala jiz v periflageldarni kapse (FP) (viz obr. 4. 6. 3). Na vn¢jsi stran¢ bicikaté
membrdany mezi bazdlnim téliskem a bazdlni destiCkou byla zaznamendna struktura
pfipominajici ,,collarete” (viz obr. 4. 6. 3). Proximélni a distdlni oblast FP byla oddélena
limcem ,,collar* (viz obr. 4. 6. 3, 4. 6. 4). V oblasti kr¢ku nad limcem byla zachycena
membranovd invaginace s MT avelkym mnoZstvim vakuol, které sméfovaly do
cytoplazmy podél FP (viz obr. 4. 6. 5). Vakuoly byly nalezené i uvniti FP (viz obr. 4. 6. 6).
Na pticnych fezech byly zaznamenany dv¢ skupiny MT. Prvni byla tvofend 5-10 MT, které
se nachdzely blizko FP, doprovazely vyse zminéné vakuoly a sméfovaly do cytoplazmy
(viz obr. 4. 6. 7 A-D). Druhou tvotila ¢tvetice MT, které se vyskytovaly na opacné stran¢
FP a vzdy byly umisténé tésné vedle sebe (viz obr. 4. 6. 7 A-D). Ob¢ skupiny byly
zaznamenané na sériich fezd, které zachytily délku FP v rozsahu cca 300 — 450 nm (viz
obr. 4. 6. 8). V ptfechodné z6né byla zaznamenéna skupina MT, u které vSak nebylo vzdy
mozné urcit, do které skupiny patii (viz obr. 4. 6. 9). Okolo bazdlniho téliska se Zzddné MT
z takto popsanych skupin nenachdzely. Pouze v n€kolika piipadech byla v blizkosti
bazdlniho téliska zaznamenana MT struktura, kterou nebylo mozné bliZe specifikovat (viz
obr. 4. 6. 10).

V oblasti krcku, kde bi¢ik opousti FP, se dale nachdzely adhezni spoje
,,desmozomy*“ mezi membrdnou biciku a membrianou FP. Ve vétSiné piipadi byly
,,desmozomy* pozorované po obou stranich membrany biciku (viz obr. 4. 6. 3, 4. 6. 4,
4.6.5,4. 6. 6,4. 6 11B). Na n€kolika snimcich byla jedna strana FP delsi (viz obr. 4. 6. 5,
4. 6. 6, 4. 6. 11F). Také byly né&kolikrat pfi pozorovdni prepardti spatieny
,,hemidesmosomy* mezi membrianou bi¢iku a cytomplazmatickou membranou jiné bunky

(viz obr. 4. 6. 11 D-E).
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Obrazek 4. 6. 1: Typicka bunka H. tarakana: J — jadro; j — jadérko; g — glykosom; m —
mitochondrie; k — kinetoplast; ER — endoplazmatické retikulum; GA — Golgiho aparit;
SMT - subpelikuldrni mikrotubuly; a — acidokalcizom; b — bi¢ik; FP — periflageldrni kapsa.
Meéftitko 100 nm.
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Obrazek 4. 6. 3: Opistomorf H. tarakana a paraxialni ty¢ (bila Sipka) uvnitf periflagelarni
kapsy (FP); struktura kolem bi¢ikaté membrany pfipominajici ,,collarete® (Cernd Sipka),
limec oddélujici proximdlni a distdlni oblast FP (Zlutd Sipka), ,,desmosomy* (fialova

Sipka). Méfitko 1 um.

Obrazek 4. 6. 4: Choanomastigoti H. tarakana. Proximdlni a distalni oblast periflagelarni
kapsy: ,,collar* (Zluta Sipka), ,,desmozomy* (fialova Sipka), paraxidlni ty¢ (Cerna Sipka).

Meéftitko: A—1 um; B -2 um.

66



Obrazek 4. 6. 5: Membranova
invaginace (Cervena Sipka) s MT (zelena Sipka)
a velkym mnoZstvim vakuol (malé ¢ervené Sipky),

které sméfuji do cytoplazmy podél periflageldrni kapsy.

Axonéma biciku (bila Sipka) a ,,desmosomy* (fialovd Sipka). Métitko 100 nm.

Obrazek 4. 6. 6: MT za membranovou invaginaci (zelend Sipka), vakuoly uvnitf
cytoplazmy FP a cytoplazmy (Cervend Sipka). Vakuoly se pravdépodobné diky endocytdze
nachdzely také v periflagelarni kapse (FP). Mezi membranou bi¢iku a membranou FP se

vytvéreji ,,desmosomy* (fialova Sipka). Méfitko 1 um.
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Obrazek 4. 6. 7: Pti¢né fezy buiitkou a dvé skupiny MT v okoli periflagelarni kapsy (FP).
Prvni skupina 6-8 MT (obecné pozorovano 5-10 MT) s nepravidelnym usporadanim
(zelend Sipka); druhd skupina Ctyf tésné umisténych MT na opaéné strané v blizkosti FP
(modrd Sipka). Na obrdzku A byla zaznamendna prstencovitd struktura ,,collar* (Zlutd
Sipka). Také byly zpozorovédny v cytoplazmé velké vakuoly (v), ddle malé vakuoly
souvisejici s MT a membranovou invaginaci (Cervend Sipka ). Méfitko: A — 500 nm; B —

200 nm (chemicky fixované); C/D — 200 nm (HPF).
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obrazcich je vidét Ctvetice tésn€ nahlu¢enych MT nad periflageldrni kapsou blizko mitochondrie (modra Sipka). Na obr. A a D je zachycen MT

pod periflageldrni kapsou; zfejmé se jednd o MT souvisejici s membranovou invaginaci (zelend Sipka). M¢titko 200 nm.
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Obrazek 4. 6. 8. 2: Série ezt bictkem a FP (do hloubky cca 300 nm). Dvé skupiny MT: Ctvefice tésné nahlu¢enych MT (modra Sipka),

v

nepravidelné uspofddané MT ziejmé ndleZici k membranové invaginaci (zelend Sipka). Obr. D a E bez ctvefice MT. Méfitko 200 nm.
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Obrazek 4. 6. 9 (A-C): Prechodna zéna biciku a nékolik skupin MT okolo periflagelarni
kapsy (FP): bliZze nedefinovand skupina MT (bila Sipka); skupina 4-5 MT s nepravidelnym
uspordddnim blizko FP (zelend Sipka); Ctvefice tésné¢ umisténych MT zobrazend na obr. 4.

6. 7 (modr4 Sipka). M¢étitko 200 nm.

Obrazek 4. 6. 10 (A-E): Absence MT skupin popsanych na obr. 4. 6. 9 v blizkosti
bazdlniho téliska (A-C); na snimcich D a E je zminény blize nespecifikovany MT (bila

Sipka). Méfitko 200 nm.
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Obrazek 4. 6. 11 (A-F): ,Desmosomy“ mezi membranou bi¢iku a membrinou

periflagelarni kapsy (svétle fialové Sipky). Mezi membrdnou biciku jedné buiky a
cytoplazmatickou membranou druhé buiikky byly zaznamendny ,,hemidesmosomy* (D a E;
tmav¢ fialové Sipky). Na obrdzku F je také pfitomna invaginace membrany FP, vakuoly

(Cervena Sipka) a ptidruzené MT (zelend Sipka). M¢étitko: A-C, F— 200 nm; D-E — 1 ym.

4. 7 Studium hostitelské specifity Herpetomonas tarakana

Pro stanoveni hostitelské specifity jednohostitelského trypanosomatida H. tarakana
pivodné izolovaného z rusce laponského (Ectobius lapponicus) z Celedi Ectobiidae bylo
postupné v laboratornich podminkdch provedeno dvandct experimentdlnich infekci
s dospélci Svabi ndleZicich do sedmi druhti Sesti odliSnych rodii. Pro infekce byli vybrani

jednak zdstupci stejné Celedi (Ectobiidae), ze ktery byl parazit izolovéan, a déle pak tif
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odlisnych celedi: Blaberidae, Corydiidae a Blattidae. Podrobny ptehled pouzitych $vabl
k experimentdlnim infekcim viz niZe a piehledny graf viz obr. 4. 7. 1 V rdmci prvnich tif
infek¢nich pokust byla infekce kontrolovana pouze svételnou mikroskopii, u ostatni navic
i pomoci nested PCR.

Svébi Sedi (Nauphoeta cinerea — Blaberiidae) odchyceni na Stanici piirodovédci

(Praha). S timto druhem byly provedeny dva experimentdlni pokusy (prvni s ctrndcti
jedinci, druhy s tfinécti jedinci), pfi kterych Svabi hladovéli osm dni. Infekce vymizely ze
vsech $vabii do ¢trndcti dnti (PCR kontrola byla provedena pouze pti druhé infekci).

Svébi ameriéti (Periplaneta _americana — Blattidae) odchyceni na Stanici

piirodovédct (Praha). S timto druhem byly provedeny dvé experimentdlni infekce. V obou
piipadech Svabi hladovéli dvandct dni. V prvnim pokusu, ve kterém probéhly kontroly
pouze svételnou mikroskopii, bylo nakaZeno ctrnéct jedinct a infekce ze vSech vymizela
do sedmého dne. V druhém pokusu bylo infikovdno 27 jedincii a vSichni $védbi byli
negativni az ¢trnicty den (kontrola byla provedena svételnou mikroskopii i PCR).

Svébi obecni (Blatta orientalis — Blattidae) z chovu Katedry zoologie (ptivodné

s Y 2z

synantropni $§véabi odchyceni ve Varné). Po tiinicti dnech hladovéni bylo infikovano dvacet
jedinct, ze kterych se infekce vytratila do ¢trnacti dnt.

Svébi kapucini (Ergaula capucina — Corydiidae) zchovu Katedry zoologie

(laboratorni linie bez urfeni pivodu). Po sedmi dnech hladovéni bylo infikovdno 32

jedincti a do Ctrndcti dnii infekce vymizela.

Rusi domdci (Blattella germanica — Ectobiidae) z chovii Katedry zoologie a
Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby (piivodné synantropni Svabi odchyceni v Pekingu).
V obou experimentech Svabi hladovéli Sest dni a PCR kontrola byla provedend az pii
infekcich se §vaby z VURV. V prvnim pokusu (21 jedinct, katedra Zoologie) se infekce
vytratila do ¢trndcti dnti. Podobné jako v druhém pokuse, ve kterém bylo 18 Svabt z 29
negativni pfi kontrole jiz sedmy den.

Rusi Blattella sp. (Ectobiidae) z chovu Katedry zoologie (pivodné volné Zijici

Svabi odchyceni v Etiopii). Po sedmi dnech hladovéni bylo infikovano 28 jedinct, z nichz
uz pii kontrole sedmy den bylo 21 negativnich, a ze zbytku infekce zmizela do ¢trnacti

dnu.

Svébi hnédopruzi (Supella longipalpa — Ectobiidae) z chovu Katedry zoologie
(ptivodn¢ synantropni $vabi odchyceni v Athéndch). Po sedmi dnech hladovéni bylo
infikovano 34 jedinct a ndkaza vymizela z tficeti jedinci do sedmi dnii, ze zbylych Svabl

do ¢trnacti dnu.
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Rusci lesni (Ectobiidae) odchyceni na lokalité Nad Sobesem (NP Podyji) a z okoli

Divoké Sarky (Praha)'®. V piipadé obou experimentalnich infekci rusci hladovéli pét dni a
celkem tii kontroly byly provedeny pitvou stfev, vysetienim svételnou mikroskopii a PCR.
V prvnim piipad¢ (rusci z NP Podyji) bylo infikovdno 22 jedinct, pfi prvni kontrole (1
DPI) bylo vypitvano Sest jedinci, dalSich Sest bylo vypitvano pii druhé kontrole (7 DPI) a
nakonec (14 DPI) bylo vypitvdno deset zbyvajicich jedinc. V druhém piipadé (rusci
z okoli Divoké Sarky) bylo vypitvano pét jedincti 1 DPI, daliich pét jedincti 7 DPI a
zbylych deset jedinci 14 DPIL Ve stfevé Svdbi z obou experimenti se nachdzely

herpetomondady pii vSech kontrolach.

'8 Na obou téchto lokalitdch byli vSichni pitvani jedinci negativni, a proto jsme se rozhodli je vyuZit pro

experimentdlni infekce (jako pozitivni kontrolu).
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Obrazek 4. 7. 1: Podil nakazenych jedincu 1., 7. a 14. den po infekci (DPI) u osmi rtznych druh $vabl, u kterych byla provedena
experimentdlni infekce druhem Herpetomonas tarakana OSR-18 CL2 (ptivodné isolovaného z druhu Ectobius laponicus). Prvni pokusy s druhy
Nauphoeta cinerea, Periplaneta americana a Blattella germanica byly kontrolované pouze svételnou mikroskopii, u druhu Ectobius sylvestris

byly kontroly provedeny pouze pitvou (ne vySetienim trusu). Cisla ve sloupcich znaéi celkovy poéet kontrolovanych §vabii.
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S DISKUZE

5.1 Svabi z chovii i odchyti a jejich parazitologické vySetieni

V priibéhu let 2014 — 2017 bylo v ramci této diplomové prace ziskano z Sesti riznych
chovi, étyf synantropnich prostiedi a osmi pifrodnich lokalit CR celkem 784 $vabil. Z nich
bylo 510 jedinci vySetieno na piitomnost kinetoplastid (se zaméfenim na trypanosomatida)
a 274 jedinct bylo vyuZito pro experimentdlni infekce (resp. studii hostitelské specifity
herpetomonddy Herpetomonas tarakana podrobnéji popsané v této praci a v publikaci
Yurchenko et al., 2016 - viz pFiloha ¢. 1).

Svébi z chovii (179 pro vySetieni / 164 pro experimentdlni infekce) byli predem
druhové urceni chovatelem. U sedmi druhli z chovu Katedry zoologie a dvou druha
z chovu Jitiho Hromdadky byl zjistén i ptivod a rok zaloZeni piislusné kolonie. P&t chovl
bylo zaloZeno pivodné ze synantropnich druhti a ve dvou piipadech byl chov vytvofen
dokonce z volné Zijicich druht. Zadné zdstupce trypanosomatid se v chovanych §vabech
nepodafilo nalézt, pouze v jedné dospé€lé samici rusa domdaciho z chovu Katedry zoologie,
ktery byl zalozen ze synantropnich jedincti odchycenych v Pekingu roku 2013, byla
zjisténa infekce blize neur¢enym druhem rodu Bodo. PtisluSnici rodu Bodo jsou v béznych
podminkdch volné Zijici z&stupci kinetoplastid ztddu Eubodonida a podtiidy
Metakinetoplastina (Moreira, 2004; D’ Avila-Levy et al., 2009; Lukes et al., 2014; AdI et
al., 2012) obyvajici rizné vodni prostredi, vétSinou vice ¢i mén¢ znecisténé organickymi
latkami. Vzhledem k nékolika ndlezim rodu Bodo v riznych hostitelich (Maslov and
Simpson, 1995; Simpson et al., 2006; Vandersea et al., 2015) lze uvazovat i ve vyse
zminéném piipad¢ o specifickém dlouhodobém vyskytu ve Svdbich hostitelich, nelze ale
ani vyloucit moZnost, Ze se jednalo pouze o kratkodobou pasdz z vnéjsiho prostiedi.

Cilem odchyti Svabli nebylo zmapovani vyskytu druhd trypanosomatid
v jednotlivych oblastech Ceské republiky, ale ziskani informaci o daliich potencidlnich
hostitelich monoxennich trypanosomatid. Celkem bylo odchyceno 172 synantropnich
Svabu (104 pro vySetieni a 68 pro experimentdlni infekce) ze sklenikii a terdrii Stanice
piirodovédct v Praze, expozice Zelv zoologické zahrady v Praze, expozice krokodyll
zoologické zahrady v Plzni a prostorit zvifetniku Katedry parazitologie. V téchto

prostorech byly nalezeny dospélci i nymfélni stadia ¢tyt snadno systematicky zataditelnych
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druhi Svabu: Svabi australSti (Periplaneta australasiae), $vabi ameriCti (Periplaneta
americana), $vabi Sedi (Nauphoeta cinerea) a rusi doméci (Blattella germanica). V Zadném
z téchto piipadl se Svéabi nevyskytovali v obytnych prostorach, nicmén¢ skleniky a teraria
splnovaly veskeré naroky na vlhko, teplo a potravni zdroje, které tyto synantropni druhy
vyZaduji (podrobnéji viz Cochran and Scheme, 1999).

Synantropni druhy $védbu jsou idedlnimi pfenaSeci lidskych a zvifecich patogeni
(viz tab. 2. 2. 1; Roth and Willis, 1960). V pribéhu mikroskopického vysetieni stiev jsem
ve vSech Svdbech (chovanych i volné Zijicich) zaznamenala infekce riznymi bakteriemi.
Ve vSech synantropnich a nékterych chovanych jedincich byla nalezena vajicka i dospélci
roupll, trofozoiti hromadinek, trofozoiti rGznych zdstupct parabazal, cysty améb a
nalevnici druhu Nyctotherus ovalis. Pro moji praci vSak dal$i podrobnéjsi diagnostické
analyzy téchto paraziti nebyly duleZité, navic se ve vSech uvedenych piipadech jedna s
nejvetsi pravdépodobnosti o vlastni parazity Svabu, ktefi nejsou prenosni na jiné Zivocichy.
Ackoli mikroskopické vysetieni celkem 56 $vaba americkych, odchycenych na Stanici
piirodovédct, neprokazalo zadnou infekci trypanosomatidy, byla ze dvou jedincti ziskdna
sekvence SSU s98% podobnosti s druhem Dimastigella trypaniformis (Neobodonida,
Metakinetoplastina), ktery byl v minulosti izolovdn mj. i ze stfeva termita Mastotermes
darwiniensis (Berchtold et al., 1994; Breunig et al., 1993; Moreira, 2004; Lukes et al.,
2014). Termiti (Isoptera / Termitoidae) jsou dle recentni molekuldrni a genetické studie
fazeny do nadceledi Blattoidea spolecné s Celedi Blattidae, do které patii i Svabi rodu
Periplaneta (tedy i Svab americky). Nicméné druh Dimastigella trypaniformis se bé€zné
nachézi ve sladké vodé, ptid¢ a Casto je zaznamenan i ve vlhkych podestylkach, které jsou
kontaminované moc¢i zvitat. N&ktefi autofi timto zddvodiluji pravé zminény ndlez
v termitech (Vickerman, 1978, 2000). Je tedy vysoce pravdépodobné, Ze i v ptipad¢ Svabl
se jednd o kontaminaci z prostfedi. V ostatnich synantropnich Svdbech nebyla
zaznamendna zadna dalsi infekce kinetoplastidy.

Lokality pro odchyt volné Zijicich §vabti CR byly vybrany v souladu s historickymi
udaji o vyskytu jednotlivych druhti, které jsou piehledn¢ popsané na portalu Informacniho

systému ochrany piirody (http://portal.nature.cz). Na tizemi CR se ve volné pifrodé nachazi

pét druht Svabi: rusec Ectobius erythronotus nigricans; rusec sitnatokiidly
(Phyllodromica megerlei), rusec plamaty (Phyllodromica maculata), rusec laponsky
(Ectobius lapponicus) a rusec lesni (Ectobius sylvestris). VSichni patii do Celedi Ectobiidae
(Kocarek et al., 1999; Kocarek et al., 2005). Z okoli Divoké §érky, Prokopského tudoli,
terénni stanice Ruda, Mikulovska a NP Podyji bylo odchyceno celkem 269 §véabu, kteti
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ndlezeli ke tfem druhlim — rusec lesni, rusec laponsky a rusec plamaty. Ze skupin $vabil
odchycenych z lokalit v okoli Divokd Sarky a Nad Sobesem (NP Podyiji), ktefi byli pii
mikroskopickém vysetieni i PCR negativni, byla ¢ast jedinct (celkem 42) pouZita pro
experimentdlni infekce (viz kap. 5. 4).

VSichni dospélci rusct (tj. 210, z toho 42 vyuZito pro experimentélni infekce) byli
kategorizovani do druhti na zdklad¢ morfologickych znak pomoci determinacnich kli¢ii
(viz kap. 3. 1. 1). Nymfélni stadia (tj. 14) byla systematicky zafazena pomoci
barcodingové analyzy tif jedincti ze skupiny odchycené na konci zéti z okoli Divoké Sarky
a ze skupiny odchycené na konci fijna z okoli Terénni stanice Ruda. Svibi z obou skupin
byli ur€eni jako rusci lesni. Zbyla nymfalni stadia (tj. 45) byla ur¢ena do druht podle
dospélct, ktefi se s nimi nachdzeli na stejném misté¢ v dané odchytové lokalité, protoze o
Svabech je zndmo, Ze jsou to vétSinou tvorové socidlni, Zijici ve skupindch sloZenych
z jedinct vlastnitho druhu. Dle dostupné literatury mi neni zndm popis takové agregace
$vabu v pfirozenych podminkéch, kterd by byla konstituovédna z jedincii odliSnych druht.
Etologickd pozorovani v laboratofich navic ukédzala, ze socidlni druhy Svabl preferuji
skupinu tvofenou z jedinct vlastniho druhu a také, Ze se jedinci dvou druhii z uméle
vytvofenych smiSenych skupin segreguji v prostoru (Roth and Cohen, 1973; Leoncini and
Rivault, 2005; Bell et al., 2007; Varadinova et al., 2010). Tento zpiisob segregace jsem
zaznamenala napiiklad pfi odchytech na jedné lokalité v okoli Divoké Sarky, kde se
nachédzely na dvou cca 10 metri od sebe vzdilenych mistech dvé skupiny $vabl. Prvni
skupinu tvofili rusci laponsky a druhou rusci lesni. Podobné i v lokalit¢ Havranické
viesoviste byli jasné odd€lené skupiny ruscii lesnich na okraji lesa a ruscli plamatych na
oslunéné strani pod kefi.

V prvni poloviné kvétna roku 2016 bylo odchyceno celkem 96 nymfélnich stadii
volné Zijicich §vabi ze &ty vzdalenych lokalit NP Podyji (Nad Sobesem, Sealsfieldiiv
kamen, Listnaty les Havraniky a Havranické viesovisté). V ptedchozich letech ve stejnou
dobu byli na téchto lokalitich mymi kolegy z katedry Zoologie odchytdvani pouze
dospélci. Klimatologickd data pofizend koncem dubna na klimatologické stanici
v Kucharovicich (10 km severovychodné od mist mych odchytl, + ve stejné nadmotské
vySce 334 m) ukazuji na extrémni teplotni odchylky od dlouhodobého priméru z let 1971-
2000. Na konci dubna roku 2016 byly teploty na celém tzemi CR abnormalné nizké.
Odchylka od normélu c¢inila —=5,0 °C a odchylka teplotntho minima v pfizemni vrstvé
(méfena cca 5 cm nad zemskym povrchem) ¢inila —5,6 °C. Béhem srovndvaciho obdobi

nikdy ktak vyraznym odchylkdm nedoSlo a lze tak piedpoklddat, Ze to byl divod
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opozdéného vyvoje hmyzu vcetné §vabl (informace mi sdélil Mgr. Jan David Reitschlidger
z CHMU). Nicméné odchycent jedinci byly v poslednim nymfalnim instaru a bdhem 1-2
tydnii, ve kterém byli umisténi do sterilnich box v prostoru nasi laboratofe, doSlo
k metamorféze a ndslednému urceni do druhi.

V NP Podyjji byli §vabi odchyceni ze Ctyi lokalit. VSichni jedinci z lokality Nad
Sobesem byly negativni na trypanosomatida. V zbylych tfech lokalitdch (Sealsfieldiv
kamen, Listnaty les Havraniky a Havranické vresoviSt€) byli nalezeni infikovani Svaby.
PrestoZze ptfi mikroskopickém vySetfeni Svabii odchycenych z téchto ti{ lokalit bylo 29
jedinct pozitivnich na infekci trypanosomatidami (30% prevalence; celkove ze vSech (tj.
510) vySetfenych S§vabii 6% prevalence), PCR potvrdila pouze 16 pozitivnich vzorki (17%
prevalence, celkové 3% prevalence) a dokonce jsme pomoci PCR nezachytili ani stfedné
silnou infekci (++) v jednom jedinci rusce lesniho (vzorek S389). Neni jasné pro¢ se PCR
nezdafila. Mohlo napiiklad dojit k pfeneseni nedostatecného mnoZzstvi bunék do elu¢niho
pufru (pro néslednou izolaci DNA), protoZe Cast stfev byla umisténd do kultivacniho
média. Nicmén¢é v tomto piipad¢ se nezdafila ani kultivace a nemohlo tak dojit k izolaci
DNA z kultury. Ziskané sekvence SSU potvrdily, Ze se ve vSech piipadech PCR
pozitivnich ruscti z NP Podyji jednd o druh Herpetomonas tarakana, ktery byl nalezen i ve
ctytech z celkového poctu sedmi jedinct rusce plamatého z Mikulovska. Pivodné byl tento
druh herpetomonady izolovéan z jedincti rusce laponského odchycenych v Silhefovicich
(Morava), rusce plamatého odchycenych v Stramberku (Morava) a rusct Phyllodromica
chladeki odchycenych v Muréni (SR) (Yurchenko et al., 2016 - viz p¥iloha ¢. 1). Je tedy
otdzkou na jakych podminkach je zdavisla geograficka distribuce druhu Herpetomonas
tarakana. Na zaklad¢€ naSich dat je pravdépodobné vyskyt H. tarakana omezen na oblast
Moravy (a ddle pak na vychod) a v Cechéch se nevyskytuje. Nicméné pro potvrzeni této
hypotézy by bylo potfeba analyzovat vétsi mnoZstvi §vabili z vétsiho poctu lokalit.

Pro vyvoj patogenti (v€. kinetoplastid) je obecné nejvhodnéjsi stiedni a zadni stievo
Svabii (Cruden and Markovetz, 1984; Anjali, 2016), coz se potvrdilo i pii mém
mikroskopickém vySetfeni. Zadni stfevo je vystlané kutikulou (Anjali, 2016), ktera se pfi
metamorféze svlékd. Je otdzkou, zda tato skuteCnost negativné neovliviiuje infekce
trypanosomatidy. U §vdbi z NP Podyji jsme pozorovali, Ze se infekce z volné Zijicich
Svabl po metamorf6ze nemizi. Odchyceni §vadbi se béhem jednoho tydne svlékly ve
sterilnich boxech umisténych v laboratofi a ve 29 jedincich z celkového poctu 96 byly
zaznamenané bunky trypanosomatid (viz vySe). Neni vSak jasné, zda se pfi svlékani napf.

v s

dramaticky nesniZi pocet trypanosomatid apod. Pienos parazitii mezi Svaby usnadnuje fakt,
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ze 7iji v agregacich (viz vySe) a nov€ vylihld nymfélni stddia se Zivi z Casti trusem
dospélct. Pokud tedy nejsou infikovani dospélci, tak se infekce vétSinou neobjevi ani
v dals$i generaci (Kopanic and Schal, 1999). Nejpravdépodobnéjsim zplsobem Siteni
trypanosomatid (i dalSich parazitarnich infekci) mezi populacemi $vabu je tedy koprofagie.
U Svabu vsak byla potvrzend i nekrofagie, kanibalismus a predace, jako vhodny zpiisob
prenosu patogent (Cornwell, 1968; Cochran and Scheme, 1999; Kopanic and Schal, 1999;
Tabaru and Watanabe, 2003).

V ramci této prace lze o prenosu trypanosomatid prostfednictvim nekrofdgie nebo
predace uvazovat v piipad¢ infekce nymfélniho stddia rusce laponského (z Prokopského
udoli) critidii Crithidia fasciculata, jejiz ptirozeni hostitelé patii do fadu Diptera
(Podlipaev, 1990). Svdb se tedy pravdépodobné nakazil pozienim infikovaného
dvoukiidlého hostitele. Vzhledem k potravnim strategiim $vdbl (a socidlnimu zpiisobu
Zivota) jsme vSak ocCekdvali mnohem vyS$si prevalence infekci jak specifickymi, tak 1
nespecifickymi druhy trypanosomatid (ziskanymi z potravy).

U volng Zijicich §vaba odchycenych z okoli Divoké Sarky nebyla potvrzena Zadna
infekce trypanosomatidy. Vyjimkou byli pouze tii dospéli jedinci (jedna @ a dva J3)
rusce lesnitho odchyceni v Cervenci roku 2016, v jejichZ proktodeu byla mikroskopicky
nalezena slaba infekce (+), ale naslednd PCR byla bohuzel negativni. Je tedy mozné, ze
infekce byla natolik slabd, Ze ji PCR nedokdzala zachytit nebo také mohlo dojit k chybné
morfologické determinaci a pozorované builky nendleZely mezi kinetoplastida. Ze dvou
nymfélnich stiddii rusce lesniho (ze stejné lokality) byly ziskdny sekvence SSU s 99%
podobnosti s druhem Dimastigella trypaniformis a z jednoho nymfélniho stadia stejného
druhu byla ziskdna sekvence SSU, ktera byla pouze z 89% identicka s rodem Dimastigela.
Je tedy otdzkou, zda k tomuto rodu néleZi ¢i nikoliv, jednoznac¢né se vSak jedna o zastupce
bodonid. Nicméné je zde maly rozdil oproti piedchozimu pifipadu, kdy byl druh podobny
dimastigele Dimastigella trypaniformis nalezen ve dvou jedincich Svaba amerického, ktery
patii do stejné nadceledi jako termiti. Rusci lesni jsou totiZ fazeni do Celedi Ectobiidae a
nadCeledi Blaberoidea, ktera je od ptedchozi skupiny fylogeneticky vzddlend. Do stejné
nadceledi patii také ¢eled’ Blaberidae, z které pochdzi dva volné Zijici blize neurc¢ené druhy
Svabl Rhabdoblatta sp. a Gyna sp. Zkultury Z310 (Rhabdoblatta sp.) byla ziskdna
sekvence SSU se 100% identitou s druhem Dimastigella trypaniformis a z kultury 7323

vvvvvv

pro tento druh bylo Dimastigella sp. (von der Heyden et al., 2004)). Oba dva zdastupci

Ve,

zvolné¢ 7zijicich rodi patii, stejn¢ jako v pfedchozim piipadé, do podtiidy
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Metakinetoplastina. Opét se tedy da predpoklddat, Ze k infekci doSlo prostfednictvim
kontaminace z prostiedi. Nicmén¢ doposud byly dimastigely D. trypaniformis znamé jako
komenzdlové pouze ze stiev termiti (Dolezel et al., 2000), ktefi patii se Svaby do jednoho
fadu Blattodea. Je tedy otdzkou zda se jednd pouze o kratkodobé pasdze nebo zda termiti a

Svabi mohou byt pro bodonida vhodnymi dlouhodobymi hostiteli.

5. 2 Kultivace trypanosomatid

Pon¢kud zvlastni fenomén jsem zaznamenala pii axenizaci kultur bunék OSR-18 a OSR-
27. Bunky se zprvu velmi dobfe mnozZily pouze v kontaminované kultufe s dostatkem
plisni. Ve chvili, kdy jsem buiikky (OSR-18) po axenizaci pfenesla do ¢ist¢ého média (BHI +
10% FCS, hemin a amikin), pfestaly se mnozit. Stejn¢ se také piestaly mnozit bunky v
puvodni kultufe bunék OSR-27, kterd po odstranéni plisné zanikla. K podobnému jevu
doslo i1 pii pokusech vytvofit axenickou kulturu bunék Blastocrithidia papi (Frolov et al.,
2017). Jakmile byla kultura ocisténa od kontaminaci, builky se pfestaly d¢€lit a nakonec
uhynuly, zatimco pivodni kultura s plisnémi byla ispé$Sn¢ namnoZena (Frolov et al., 2017).
Nicméné v pfipad€ kultury bunék OSR-18 jsme tuto komplikaci vyfeSili pfenesenim
axenizovanych bunék do kondiciovaného média. Nakonec se povedlo tuto kulturu uspésné
axenizovat, namnozit a vytvofit z ni klondlni kulturu OSR-18 CL2, kterd se jiz bez

probléml mnozi v normalnim rastovém mediu.

5. 3 Morfologie bunék a ultrastruktura biciku Herpetomonas tarakana

Typické morfotypy pro rod Herpetomonas jsou opistomastigoti, builky s dlouhou
periflagelarni kapsou a kinetoplastem uloZenym za jadrem (Vickerman, 2000; Maslov et
al.,, 2013). Nicméné€ herpetomonddy tvoii v hostitelich velmi Casto také promastigoty
(Rogers and Wallace, 1971; Santos et al., 2005; Zidkova et al., 2010; Borghesan et al.,
2013). V nasi kulture OSR-18 CL2 i ve stfevech experimentdlné¢ nakaZenych volné Zijicich
Svabl tvofily absolutni vétSinu (tzn. > 90 % bunck) promastigoti a choanomastigoti.
Promastigoti jsou typickymi morfotypy pro bunky rodu Leptomonas, Phytomonas a
Leishmania. Choanomastigoti jsou zase bézné a typické morfotypy pro rod Crithidia. Pti

sledovani ristové kiivky (viz kap. 4. 5) ubylo promastigotii pouze 3. — 5. den, kdy se den,
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kdy se v kultuie objevily opistomorfy. Opistomorfy jsou podobné opistomastigotiim, lis{ se
pouze ve tvaru buiiky a jsou typické pro trypanosomatida obsahujici endosymbionty
(Teixeira et al., 2011; Maslov et al., 2013), tj. pro rody Angomonas a Strigomonas.
Posledni den méieni (tj. 7. den po pasdzovani), kdy buiiky prochdzely fazi odumirani, se
v kultufe objevily endomastigoti, ktefi jsou zase bézni pro rod Wallacemonas (Maslov et
al., 2013; Yurchenko et al., 2014; Kostygov et al. 2014). Podle vSeho tedy druh
Herpetomonas tarakana tvoii rizné morfotypy, jejiz zastoupeni a vyskyt se méni
v prabéhu kultivace. Tyto tdaje dokazuji, Ze se jednd o dalsi vysoce polymorfni druh, ktery
vytvaii 1 jiné morfotypy neZ opistomastigoty. Podobné¢ byla polymorfie dokdzani jiz
v minulosti u dalSich trypanosomatid (Yurchenko et al., 2008; Zidkova et al., 2010;
Teixeira et al., 2011; Borghesan et al., 2013; Votypka et al., 2013; Yurchenko et al., 2014) a
bylo tak znovu potvrzeno, Ze morfologie bunck trypanosomatid neni vhodnym
klasifika¢nim znakem pro taxonomii.

Pro TEM byla kultura odebirand paty den, kdy se na roztérech nejcastéji objevovaly
choanomastigoti, opistomorfy a v mens$i mife také promastigoti. V rdmci studie
ultrastruktury herpetomonddy H. tarakana byla u bun€k fixovanych chemicky i mrazovou
substituci méfena vyska kinetoplastu. V ptipadé HPF byly hodnoty signifikantné vyssi (viz
obr. 4. 6. 2) a pravdépodobné odpovidaly vice realité. Pii kryometodach zlstava preparat
zachovén co nejbliZze nativnimu stavu, protoZe okamZita fixace vysokotlakym zamrazenim
zachova lépe morfologii bunky. Naopak pii chemické fixaci pomoci glutaraldehydu se
objevuji fixacni artefakty jako zmena objemu, denaturace rtiznych komponent vedouci ke
zméné struktury nebo prostorové zmeény zpusobené sitovanim proteini (Frankl et al.,
2015).

Podobné jako v buiikkdch Phytomonas davidi a Herpetomonas megaseliae (Janovy
et al.,, 1974; Cunha et al., 1984; Farina et al., 1986; Moreira-Leite et al., 1999) zacCina
paraxidlni ty¢ (PFR) bic¢iku H. tarakana uvniti periflagelarni kapsy. Délka i jednotlivé
oblasti periflagelarni kapsy (FP) trypanosomatid se lisi v zdvislosti na morfotypu buiiky.
FP je rozdélena na proximdlni a distdlni Cast tzv. limcem (,,collar®). U promastigoti
leishmanii L. mexicana prokdzala analyza biciku pfitomnost PFR uvnitf FP, ale az za
limcem. Dle piedchozich studii ultrastruktury opistomastigotli Herpetomonas megaseliae
se zdd, Ze je limec oproti promastigotiim leishménii umistén v hlubsi ¢asti FP, a proto se
nachézi tak hluboko i PFR (Wheeler et al., 2016). U bun¢k H. tarakana byl zachycen
podobny jev ve FP opistomorfl, kde 1ze vidét rozSitenou proximalni oblast, ndznak limce a

dlouhou distdlni oblast neboli kréek (viz obr. 4. 6. 3). Nicmén¢ nékteré fotografie jinych
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bun¢k naznacuji opak. U choanomastigotti Ize vidét PFR i za limcem v proximalni oblasti
(viz obr. 4. 6. 4B), ackoli nelze vyloucit, Ze se nejednd o artefakt nasledkem fixace. Stejny
piipad miZeme také vidét i u dalsi fotografie nedefinovaného morfotypu, kde PFR zacina
v prvni tietiné FP (viz obr. 4. 6. 5). Je tedy moZzné, Ze bunky studovaného druhu
herpetomonddy jsou znacn¢ polymorfni i v tomto ultrastrukturdm znaku.

PtestoZe limec neni na vSech fotografiich bun¢k vzdy ztejmy, v oblasti krcku FP se
nachdzi membranova invaginace s Sti aZz 10ti mikrotubuly a velkym mnoZstvim vakuol
sméfujicich do cytoplazmy v oblasti podél FP (viz obr. 4. 6. 5, 4. 6. 6, 4. 6. 11F). Tato
struktura se velmi podoba cytostomu a cytofarynxu, které jsou popsané v bunkich
Crithidia fasciculata (Brooker, 1971a). V critidiich byly navic popsané i vakuoly, které se
nachédzely v matrix FP (podobné jako na obr. 4. 6. 6) a prochdzely endocytézou pies
cytostom a cytofarynx do cytoplazmy (Brooker, 1971a; McConville et al., 2002). A stejné
jako v pfipadé critidii i u bun€k H. tarakana je na pficném fezu bic¢ikem potvrzen kromé
pfitomnosti skupiny mikrotubulli patrné ndleZicich k cytofarynxu i vyskyt ¢tyt dalSich
mikrotubulii blizko membrany FP (viz obr. 4. 6. 7, 4. 6. 8, 4. 6. 9B). Tyto mikrotubuly se
vzdy nachézely v jedné tad¢, tésné¢ nahlucené vedle sebe a blizko membrany FP. Naopak
mikrotubuly na opacné stran¢ FP (pfifazované k cytofarynxu) jsou od sebe pomérné
vzdalené a nachdzi se v riznych pozicich vici sobé i FP. Obé skupiny mikrotubuld jsem
dokdzala zachytit i na sérii fezl, které zaznamenaly délku FP v rozsahu cca 300 — 500 nm
(viz obr. 4. 6. 8). Na opacné stran¢ FP jsou na n¢kterych fezech zachycené jednotlivé
mikrotubuly, které zifejm& ndlezi ke zminéné skupiné mikrotubulli asociovanych
s cytofarynxem. V oblasti bazdlniho téliska se v nékolika mdélo piipadech nachazel
osamoceny mikrotubul, ale bohuZel nebylo jasné, ke které skupiné naleZel.

Neni rovnéz ziejmé, zda zminénd Ctvetice mikrotubull souvisi s mikrotubuldrnim
kvartetem, ktery byl nalezen naptiklad v blizkosti FP leishménii L. mexicana (Wheeler et
al., 2016), bunék Paratrypanosoma (Skalicky et al., 2017), trypanozomy Trypanosoma
brucei (Lacomble et al., 2009) nebo trypanozomy Trypanosoma cruzi (Alcantara et al.,
2014). Pro podrobn¢jsi analyzu mikrotubulii v buitkdch H. tarakana by bylo do budoucna
vhodné provést sériovou elektronovou tomografii, pomoci které byly definované vSechny
skupiny mikrotubulid ve vySe zminénych druzich trypanosomatid.

Pozorované ,,desmozomy* byly umisténé mezi membrdnou FP a membrinou
bi¢iku, kterd se v urcité casti krcku ,,nafoukla®. ,,Desmozomy* byly umisténé po obou
strandch bi¢iku (viz obr. 4. 6. 4, 4. 6. 5, 4. 6. 6, 4. 6. 11B). Na nékterych snimcich jsem

zaznamenala, Ze jedna strana FP, kde se nachdzi potencidlni cytostom-cytofarynx komplex,
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je deldi a desmozomy jsou piitomné ze strany membrany bi¢iku i ze strany membrany FP
po celé délce (viz obr. 4. 6. 5, 4. 6. 6, 4. 6. 11F). Elektrodenzni plaky mély tvar ¢tvercovy
nebo obdélnikovy, tedy podobny jako byl zaznamendn v piipad¢ ,,desmozomu‘ bunck
Crithidia fasciculata (Brooker, 1970). Uzké obdélnikové plaky rovnéz vytvéiely
,,hemidesmozomy* mezi membranou bi¢iku jedné buiiky a cytoplazmatickou membréanou

druhé bunky (viz 4. 6. 11D).

5. 4 Studium hostitelské specifity Herpetomonas tarakana

Pro stanoveni hostitelské specifity ur¢itého druhu paraziti je dutlezité, aby infekce
v experimentdlnich podminkdch nebyly vyrazné odlisSné od infekci hostitel odchycenych
z ptirody (Poulin and Keeney, 2008). Déle je za pottebi mit k dispozici hostitele (v nasem
piipad¢€ kolonii §vabt), u které vime, Ze neni pfirozen¢ infikovand parazity a po ndkaze
nebude vystavena ndhodné kontaminaci (Becker, 1923b). Pii experimentélnich infekcich
svoln¢ Zijicimi druhy S$vabl jsem se snaZila v laboratofi vytvofit ty nejvhodné&jsi
laponského (Ectobius lapponicus), a u tohoto druhu (ani u dalSich druhti rodu Ectobius)
neexistuje Zddna chovna kolonie. Do sterilnich boxti jsem vkladala slozené kusy filtra¢niho
papiru jako ndhradu dubového a jiného listi, ve kterém Svabi Ziji, a také jsem se snazila
dodrZet potiebnou vlhkost (resp. snazila jsem se zajistit Svabum stidly zdroj vody s
vyjimkou ¢asu pfed samotnou infekci). Boxy byly pravidelné ¢isténé a desinfikované pro
zamezeni piipadné kontaminace (tj. re-infekce) vlastnim infikovanym trusem. U
odchycenych synantropnich §vabii americkych (P. americana) a $§vabu Sedych (N. cinerea)
neSlo vzdy hromadéni trusu v boxech zabranit. Ndkaza se vSak u téchto druht
nevyskytovala nikdy déle nez do 7. DPI, takze nebylo nutné zvazovat moznost dlouhodobé
perzistence infekce v disledku re-infekci z vlastniho trusu. U §vébl také predevSim pii
nedostatku potravy dochdzi casto krom¢ koprofagie ke kanibalismu a nekrofagii (viz vyse).
Tento fakt experimentdlni infekce mirné komplikoval, protoZe bylo nutné, aby Svabi pred
experimentalni infekci dostatecné vyhladovéli a vyziznili, jinak nebyli ochotni infikovanou
potravu pfijimat (resp. bylo obtizné jeji piijem kontrolovat). Nicméné Svaby jsem
pravideln¢ kontrolovala a jakmile jsem zaznamenala dhyn, byla Svabiim poddna infekéni
potrava. Ztohoto duvodu jsem vzdy pied experimenty pfipravila dvé kultury

herpetomondd nachystané k infekci §vdbu. Jedna z nich byla zaloZena o cca dva dny diive
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a v ptipad¢ dhynu tak bylo moZzné Svabiim ihned podat dobie narostlé inokulum bungk.
Experimentdlni infekce byly provedené celkem s 274 jedinci sedmi druhti §vdbu ze Ctyr
Celedi: Blaberidae (27 synantropnich svabt Sedych), Blattidae (41 synantropnich $vabl
americkych), Corydiidae (32 Svaba kapucinti — Ergaula capucina) a Ectobiidae. V ramci
Celedi Ectobiidae (kam patii i pivodni hostitel herpetomonady H. tarakana, rusec
laponsky) byly experimentalni infekce provedeny jednak s 42 rusci lesnimi (odchycenych
pro experimentalni infekce ze dvou lokalit), 50 rusi domdacimi (Blattella germanica)
ziskanych ze dvou chovti, 29 rusi Blattella sp. pochézejicich z jednoho chovu a 34 $vabl
hnédopruhych (Supella longipalpa) ziskanych téZ z jednoho chovu. Pti kontrolnim odbéru
trusu 7. den po infekci ndkaza vyrazné poklesla, a to u vSech druhti §vabi s vyjimkou rusct
lesnich. V piipad¢ prvniho pokusu se Svaby americkymi ndkaza dokonce zcela vymizela.
Pii pitvach 14. den po infekci bylo zjiSténo, Ze ndkaza u vSech druhli Svabd (opét
s vyjimkou ruscii lesnich) zcela vymizela (viz obr. 4. 7. 1). Tento vysledek poukazuje na
dvé skutecnosti. Jednak potvrzuje pivodni hypotézu o vysoké hostitelské specifité
H. tarakana (Yurchenko et al., 2016 - viz priloha ¢. 1). Jednak je to dikaz, ze stadia
v kultufe OSR-18 CL2 jsou stdle infekéni pro hostitele. V pribéhu nékterych
experimentdlnich infekci bylo dokdzano, Ze jednohostitelskd trypanosomatida ovliviiuje
kultivace a bunky z kultury jsou méné infekéni v porovndni s ndkazou hostitelti
za piirozenych podminek (Tieszen and Molyneux, 1989). Dokonce v pifipadé druhu
Jaenimonas drosophilae se infekce zdafila pouze pokud se larvy octomilek infikovaly
bunikami trypanosomatid ziskanych z tél nakazenych dosp€lych octomilek, naopak pfi
infekci stadii parazita z kultury se larvy nenakazily (Hamilton et al., 2015). Nicméné
v nasem piipad¢ byly infekce vhodného hostitelského druhu Svdba prostfednictvim
kontaminované potravy uspéSné. MiiZzeme tedy piedpoklddat, Ze prostfednictvim
koprofagie, kanibalismu, nekrofagie a predace dochdzi k Sifeni tohoto druhu
herpetomonddy mezi jedinci dané populace Svabii ve volné piirodé.

Pro idedlni experimentdlni infekci je predpokladem, Ze paraziti, kterymi se hostitel
perordln¢ nakazi pies kontaminovanou potravu, se dokazi usadit v tradvicim traktu, vytvaret
stejné morfotypy jako v ptivodnim hostiteli, mnoZzit se a budou infekéni pro dalsi jedince.
(Becker, 1923b). U vSech experimentdln¢ nakaZenych rusci byla 14.den po ndkaze
potvrzena ve sttednim a zadnim stfevé stfedni (++) aZ silnd infekce (+++) druhem H.
tarakana. 7 morfotypt prevladdaly promastigoti a choanomastigoti (viz obr. 4. 4. 2),

podobné jako v kultufe.
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BohuZel experimentdlni infekce zaméfené na jiny zpiisob pfenosu neZz perordlni,
napf. transovaridlni (podrobné viz kap. 2. 3. 2), by pravdépodobné nebylo mozné
uskutecnit a pokud ano, tak pouze v kratkém cCasovém rozmezi (+ v prib¢hu 3-4 tydni),
nebot’ voln¢ Zijici Svaby z rodt Ectobius i Phyllodromica ziejm¢ neni mozné chovat
v zajeti. Moji kolegové z Katedry zoologie se nékolikrat pokusily vytvofit vhodné
podminky k chovu téchto §vabti odchycenych v pifrodé na tzemi CR, ale pokaZdé bez
uspéchu. Ziejm¢ je pro namnoZeni u téchto S$vabu potfebnd hibernace (Kotykova-
Varadinova, nepublikovano). Dalsi komplikaci je i zvySenad citlivost volné Zijicich ruscti na
manipulaci. Odchycenym jedincim rusce lesniho nebylo moZné pii experimentdlnich
infekcich odebrat trus bez poskozeni vedouciho k naslednému thynu. Proto u téchto rusct

musela byt zvolena kontrola uspésnosti experimentalnich infekci prostiednictvim pitev.
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6 ZAVER

V priibéhu let 2014 — 2017 bylo v ramci této diplomové prace ziskdno 784 Svabu z Sesti
riiznych chovil, &tyi synantropnich prostfedi a osmi pifrodnich lokalit CR. Tito ¥vébi
systematicky ndleZeli do Ctyt Celedi, 26 rodd a 36 druhti.

Infekce trypanosomatidy byla zaznamendna ve stfevech pouze volné Zijicich §vabu.
Celkova prevalence ndkazy trypanosomatidy v 510 vypitvanych jedincich ¢inila pouha
4 %, avsak u ruscu (pfirozenych hostiteli druhu Herpetomonas tarakana) dosahovala
prevalence 9%. Kromé& herpetomonady H. tarakana byla v jednom rusci plamatém
(Phyllodromica maculata) nalezena infekce druhem Crithidia fasciculata. Dale byl
vjednom jedinci rusa doméciho (Blattella germanica) z chovu zjiStén vyskyt blize
neurc¢eného druhu rodu Bodo. Ze dvou §vabu americkych (Periplaneta americana) a tii
ruscu lesnich (Ectobius sylvestris) byly ziskdny sekvence SSU s riznou podobnosti k rodu
Dimastigella. Sekvence ze dvou synantropnich Svabl americkych se shodovala z 98 % a
sekvence ze dvou dalSich voln¢ Zijicich ruschi lesnich se shodovala z99% s druhem
Dimastigella trypaniformis. Sekvence z patého volné Zijiciho rusce lesnitho méla shodu
s rodem Dimastigella pouze z 89 %.

Kultura bunék OSR-18 byla axenizovana a rozklonovdna. Ze semiklondlni kultury
bunék OSR-18 CL2 byly ziskany sekvence SSU, GAPDH a SL genti. U nov¢ popsaného
druhu Herpetomonas tarakana byly urCeny a popsany zdkladni morfotypy a stanovena
rustova kiivka bunék v kultute.

V bunkach Herpetomonas tarakana (kmen OSR-18 CL2) byly pomoci transmisni
elektronové mikroskopie popsany ultrastruktury bic¢iku a zmeéfena vySka kinetoplastu.
Okolo membrany bic¢iku byla zaznamendna struktura pfipominajici ,,collarete®. Proximalni
a distdlni oblast periflagelarni kapsy oddé€loval limec ,,collar. V oblasti kr¢ku byla
zachycena membrdnovd invaginace s mikrotubuly a velkym mnoZstvim vakuol
pfipominajici cytostom-cytofaryngedlni komplex. Tato skupina mikrotubull se na pii¢nych
fezech (v€. sériovych) nachazela v blizkosti periflagelarni membrany v nepravidelném
uspordddni. Ddle byla okolo periflagelarni membrany, a to i v sérii fezll, zaznamendna
Ctvetice tésné¢ nahlucenych mikrotubuli. Obé dvé skupiny mikrotubuli se nachdzely i
v prechodné z6né biciku. U bazdlniho téliska byl zaznamendn vyskyt jednoho blize
nezatfazeného mikrotubulu.

Mezi membrianou bi¢itku a membranou periflagelarni kapsy byly pifitomné
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,.desmozomy* tvofené &tvercovymi nebo obdélnikovymi plaky. Uzké obdélnikové plaky
také tvoftily ,,hemidesmozomy* mezi membranou bic¢iku jedné bunky a cytoplazmatickou
membranou druhé bunky.

Experimentalni infekce s druhem Herpetomonas tarakana (kmen OSR-18 CL2)
byly provedeny v laboratornich podminkach s 274 Svéby ze ¢ty Celedi, Sesti rodit a sedmi
druhti. Odbérem trusu byly zhotoveny kontroly prvni a sedmy den po infekci. Pitvy
¢trndcty den po infekci prokdzaly uplnou ztratu infekce u vSech synantropnich a chovanych
druzich $vabl. Pouze ve stievech rusct lesnich (Ectobius sylvestris) se udrzela infekce i
¢trnacty den po ndkaze a herpetomondda Herpetomonas tarakana (pivodné isolovana z
rusce laponského, Ectobius lapponicus) tak prokazala vysokou hostitelskou specifitu

pravdépodobné na drovni hostitelského rodu.
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