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ABSTRAKT

Cilem bakalatské prace bylo vytvofit literarni reSerSi shrnujici moznosti vyuziti
xenodiagnostickych metod v minulosti a v sou¢asném parazitologickém vyzkumu.
Xenodiagnostika je diagnosticka metoda pouzivajici krevsajiciho ¢lenovce (pfenasece) jako
biologické médium pro detekci parazita v krvi vySetfovaného jedince. Vyuziva skute¢nosti, Ze
parazit se ve stfeveé prenase¢e pomnozi a je snaze detekovatelny mikroskopicky. Tato metoda
byla poprvé pouzita roku 1914 francouzskym badatelem Emilé Brumptem pro detekci
parazita Trypanosoma cruzi, ktery je ptivodcem Chagasovy nemoci. Postupem ¢asu se stala
jednou z nejac¢inngjSich a nejefektivnéjSich metod i diky tomu, Ze se ji zacalo zabyvat vice
védeckych skupin. Byly naptiklad stanoveny vhodné druhy ptfenaseci, délka trvani pokusu,
optimalni pocet pifenasect na jedno vySetieni nebo pocet pokusi potiebnych pro ziskani
spolehlivého vysledku. Po zavedeni molekularnich metod, pfedevs§im polymerazové fetézové
reakce, se vyznam xenodiagnostiky jako diagnostické metody snizil. V soucasnosti lze v§ak
xenodiagnostiku vyuzit pfedevsim pro zjisténi, zda je hostitel infekéni pro pfenasece. Tato
metoda se tak jevi jako dobry nastroj pro testovani novych rezervoarovych hostitelt a pro
sledovani role riznych Zivocichii v kolobéhu onemocnéni, kterd jsou ptendSena ¢lenovci.
Proto byla opakované pouzita pfi studiu leishmanidzy u domécich zvitat, pfedevsim u psi
nakazenych infantum/chagasi, ale i u volné Zijicich zvitat podezielych z pfenosu riznych
druhti leishmanii v endemickych oblastech (zajici, kralici, krysy a damani nakazeni L.

infantum nebo L. tropica).

Klicova slova: xenodiagnostika, leishmani6za, Chagasova choroba, rezervoarovy hostitel
Leishmania infantum



ABSTRACT

The aim of these theses was to summarize the knowledge about the use of
xenodiagnostic methods in the past and their current potential for parasitological research.
Xenodiagnosis it is a diagnostic method using bloodsucking arthropods (disease vectors) as a
biologic medium suitable for detection of parasites in the blood of investigated individuals
(vertebrates). It is expected that parasites grow within the midgut of the vector and then are
easily detectable microscopically. The method was used for the first time in 1914 by French
researcher Emile Bumpt for detection of Trypasoma cruzi, causative agent of Chargas’
disease. During few decades and thanks to engagement of many scientific groups, it became
one of the most efficient and effective diagnostic methods. For instance, the most suitable
species of vectors, the experiment duration and the optimal numbers of vectors and/or
experiments were assigned to get reliable results. Xenodiagnoses as a diagnostic method lost
its importance after introduction of molecular methods, first of all after onset of polymerase
chain reaction. At present, however, the xenodiagnosis is suitable for experiments studiing if
the host is infectious for the vector. This method appears as a good tool for testing of new
reservoir hosts and for the monitoring of the role of various animals in circulation of vector-
borne diseases. Therefore, it was repeatedly used in studies on leishmaniasis of domestic
animals, particularly dogs infected by Leishmania infantum/chagasi, as well as of free living
animals which are suspected as reservoirs of various Leishmania species in endemic regions

(hares, rabbits, rats and hyraces infected by L. infantum or L. tropica).

Keywords: Xenodiagnosis, leishmamaiasis, Chargas’ disease, reservoir host, Leishmania
infantum
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1 UVOD

Téma své bakalaiské prace jsem si vybrala diky tomu, ze v laboratoti prof. Petra VVolfa
pravé probihaji pokusy vyuzivajici xenodiagnostické metody.

Prvni z pokust, kterych jsem se mohla zG¢astnit, se snazi vysledovat vyvoj infekce
riznych kment leishmanii z komplexu Leishmania enrietti L\V90 v laboratornich zvifatech.

U téchto leishmanii neni znam pifenasec, uvazuje se jak o flebotomech (Diptera:
Phlebotominae), tak o tiplicich (Diptera: Ceratopogonidae). Z tohoto diivodu se nechavaji sat
flebotomove rodu Phlebotomus a tiplici rodu Culicoides na zlatych kie¢cich (Mesocricetus
auratus) a morcatech (Cavia aperea porcellus) experimentalné nakazenych riznymi kmeny

z komplexu L. enrietti. Cilem pokusu je téz prokazat, zda tato laboratorni zvifata mohou
slouzit jako zdroj nakazy pro flebotomy a tipliky.

Ve druhém pokusu, kterého jsem se zG¢astnila, byly pouzity dva experimentalni modely
mysi Balb/c infikovanych druhem Leishmania donovani a L. major. Bylo zkoumano, zda se
na téchto infikovanych mysich nakazi ptirozeni pfenaseci, Phlebotomus orientalis, respektive
Phlebotomus duboscqi. Studie by méla ptedevsim objasnit roli asymptomatickych hlodavctu
v epidemiologii L. donovani. V prubéhu nékolika tydna probéhly xenodiagnostické pokusy
(2. — 15. tyden po infekci), kdy samice P. orientalis a P. duboscqi saly na infikovanych
mysich. Tyto samice byly po n€kolika dnech vypitvany a obsah jejich stiev byl
mikroskopicky vySetien na pfitomnost L. donovani nebo L. major. Prozatimni vysledky
napovidaji, Ze infek¢ni pro pienasece jsou jak symptomatické mysi nakazené L. major, tak i

asymptomatické mysi nakazené L. donovani.

Cilem piedloZené bakalariské prace je proto shrnuti existujicich znalosti o:
1. pouZziti xenodiagnostickych metod v minulosti

2. mozZnostech vyuziti téchto metod v souc¢asném studiu leishmanioz



2 XENODIAGNOSTIKA A JEJi TYPY

Pojem xenodiagnostika jako prvni pouzil roku 1914 francouzsky badatel Emilé Brumpt
v souvislosti s Chagasovou nemoci. Jednd se o diagnostickou metodu pouZivajici pienasece
jako biologické médium pro detekci parazita v krvi vysetfovaného savéiho jedince (Schenone
1999). PfenaseCem se V tomto piipadé mini nenakaZeni ¢lenovci chovani v laboratofi.
V ptipadé detekce Chagasovy nemoci se jedna o nymfy krevsajicich plostic, naopak
mluvime-li o detekci leishmanioz, jako pienaseci se pouzivaji samice rodt Phlebotomus nebo
Lutzomyia (Schenone 1999; Guarga et al. 2000).

Rozlisujeme dva zakladni typy xenodiagnostiky, pfimou a nepiimou. Hlavnim rozdilem
mezi témito dvéma typy je, ze pii piimé XD se vektofi piikladaji ptimo na kuzi
vysetfovaného jedince, kde saji krev (Schenone 1999). Naopak pfi nepiimé XD se
vysetfovanému jedinci odebere urcité mnozstvi periferni krve (cca 1,5 ml u ¢lovéka), ta se
heparinizuje a udrzuje pti nizké teploté do doby zpracovani. Touto krvi se krmi nenakazeni
pfenaSeci. Sani ¢lenovcl probihd pfes membranu, kterou nejcastéji predstavuje kiize kurat
(Alvar et al. 1997).

Ptivodnéjsim typem diagnostické metody je ptima XD. Velkou nevyhodou vsak je
kozni alergicka reakce, ktera je vyvolana bodnutim pfenasece. Tato reakce miliZe byt rlizné
zavazna. Koreluje predevsim se sensibilizaci jedince, pohlavim i stafim. Na zakladé¢ tohoto
zjisténi byla vytvofena neptima xenodiagnostika (Mott 1980).

Nepiima XD byla hojné vyuzivana pro detekci leishmaniézy u HIV-pozitivnich
pacientt, kde sérologické vysetieni neni U¢inné, protoze HIV-pozitivni pacienti nevytvaii
dostateéné mnozstvi protilatek proti parazitovi (Molina et al. 1994). Vysledna diagnoza se
proto stanovovala na zaklad¢ vétsiho mnozstvi vysledki z riznych diagnostickych metod, aby
vysledek odpovidal co nejvice skuteénosti (Alvar et al. 1997). Mezi vyhody nepiimé
xenodiagnostiky patii fakt, Zze je mozné ji pouzit pro vysetfeni post mortem (Schenone 1999)
nebo, ze odebranou krev je mozné pouzit az se ¢tyrhodinovym odstupem bez sniZeni
ucinnosti (Castro et al. 2004).

Xenodiagnosticka metoda se hojné pouzivala v minulém stoleti, nej¢astéji v souvislosti
s Chagasovou nemoci. Jako pfenaseci se pouzivaly nymfy krevsajicich plostic, které se po
urcité dobé vysetiovaly na ptitomnost trypomastigétnich stadii Trypanosoma cruzi, které jsou
puvodcem Chagasovy nemoci u savcl. Nejvetsi vyznam dosahla XD ve 30. letech minulého

stoleti, kdy se stala hlavnim nastrojem pro prilkaz parazita v pacientovi (Schenone 1999).



V této dobé jeste neexistovala moznost prokéazat ptitomnost parazita pomoci metody PCR.
Polymerazova fetézova reakce (PCR), vyvinuté v roce 1983 Karymem Mullisem, je dnes
béznou, relativné lacinou a velmi citlivou metodou, ktera se pouziva v Iékaiskych a
biologickych vyzkumnych laboratotich pro celou fadu aplikaci. Vzhledem k tomu se vyznam
xenodiagnostiky jako diagnostické metody snizil. V dnesni dobé miizeme tuto metodu vyuzit
K jinému tGcelu, konkrétné k priikazu toho, zda je hostitel infek¢ni pro pienasece (\Volf, osobni

sdéleni).

3 PRIKLADY VYUZITi XENODIAGNOSTIKY V MINULOSTI

V minulosti prosla xenodiagnostika velkym vyvojem diky tomu, Ze se touto
problematikou zacalo zabyvat vice védeckych skupin. Vychazely studie zaméfené na nékolik
dalezitych aspektl, které mély zlepsit a hlavné zefektivnit xenodiagnostickou metodu (Dias
1940; Mott 1980; Perlowagora-Szumlewicz a Muller 1982; Bronfen et al 1984; Schenone
1999). Patii mezi né studie zabyvajici se po¢tem nymf potifebnych na jedno vySetieni, poétem
vySetieni a intervalem mezi nimi, hledanim nejvhodnéj$iho druhu pfenasece nebo studie
srovnavaci piimou a nepiimou xenodiagnostiku. Cilem bylo dostat dostate¢né prikazny
vysledek a zaroven ochranit pacienta pted nadmérné stresovou situaci nebo alergickou reakci
vzniklou po pobodani hmyzem.

Mezi takové studie patii napt. studie Huga Schenona, ktery popisuje slozeni XD pokusu
takto: zatizeni pro detekci T. cruzi, pivodce Chagasovy choroby, se sklada z dievéné nebo
plastové nadobky obsahujici 7 - 10 nenakazenych nymf tetiho instaru plostic. Na jedné strané
je naddobka uzaviena pouze monofylem, aby nymfy mohly pohodIn¢ sat krev na kiZi
vySetfovaného jedince. Saji po dobu 20 - 30 minut. Nadobka je vétSinou umisténa na horni
koncetiné pacienta. Po dobé& potiebné pro inkubaci parazita ve stievé vektora (cca 30 dni) se
obsah stieva mikroskopicky vysetii na ptitomnost trypomastigétnich stadii T. cruzi. Obsah
stfeva je mozné ziskat riznymi technikami — kompresi zadec¢ku, pitvou pienasSece, rozdrcenim
a homogenizaci stfeva nebo celého hmyzu (Schenone 1999).

K. E. Mott ve sve studii (Mott 1980) popisuje kozni alergickou reakci vzniklou po sani
starSich lidi a u Zen vice neZ u muzi. Intenzivnéjsi alergickou reakci méli lidé po piimé XD
pouzivajici Triatoma infestans, pokud s ni nepiisli predtim do styku. Podobnou reakci

vyvolala i pfima XD pouzivajici 2 druhy krevsajicich plostic — T. infestans a Panstrongylus
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megistus. Z toho vyplyva, ze pfima XD pouzivajici nejméné 2 druhy krevsajicich plostic
mize byt spolehlivéjsi pro detekci parazita v hostiteli (Bronfen et al. 1989), na druhé strang,
tato metoda ma horsi vedlejsi ucinky v podobé kozni alergické reakce (Mott 1980). Studie Y.
Bandeira (2002) pak popsala zlepSeni sensitivity neptimé XD, pouzité pti detekci parazita T.
cruzi v lidskych pacientech s chronickou Chagasovou chorobou tim, Ze pouzila vétsi mnozstvi
krve (misto 10 ml 40ml) a vice instart krevsajicich plostic (misto 60, 360 jedinct
Dipetalogaster maximus, Rhodnius neglectus, Triatoma infestans a Triatoma vitticeps).

U pst experimentalné nakazenych Leishmania infantum védci studovali (Guarga et al.
2000) moznost vyuziti nepfimé XD. Dosli k zavéru, Ze nepfima XD neni vhodny nastroj pro
detekci L. infantum. Hlavnim divodem by mohl byt fakt, Ze psi ¢i lidé nakazeni L. infantum
nebo L. chagasi maji omezené mnozstvi amastogotnich stadii v periferni krvi (Vexenat et al.
1994) a proto v odebrané krvi nemusi byt dostate¢né mnozstvi parazitti, aby doslo k pfenosu
infekce na prenasece. Nepiima XD se neukdzala ani jako dobry ukazatel pribéhu onemocnéni
psi leishmanidzy. V ptipade piimé XD vysledky Iépe koreluji s vysledky ostatnich metod;
srovnani vysledkd piimé a nepiimé xenodiagnostiky je shrnuto v tabulce 1.

Na rozdil od diive zminénych autorti popsali Alvar et al. (1997) u pacientd
koinfikovanych L. infantum — HIV masivni nartst parazitémie v prabéhu onemocnéni. Autofi
detekovali leishmanie pomoci nepiimé XD pouzivajici Phlebotomus perniciosus a dosli
Kk zavéru, Ze tato metoda je jednou z tehdy nejucinnéjsich, nebot’ mikroskopické ¢i kultivacni
vySetfeni kostni dené je sice u¢inné, ale pro pacienty velice invazivni a bolestive.

Pii studiu Chagasovy choroby se fada experimentli zaméfila na hledani nejvhodnéjsiho
druhu prenasece. Na XD bylo pouzito nespocet riznych druhti krevsajicich plostic. Idealnim
vektorem pro XD vysetieni jsou podle Mintera (1978) epidemiologicky vyznamni pienaseci
vyskytujici se ve stejné oblasti, ve které Zije vySetiovany jedinec. Proti této hypotéze se stavi
Perlowagora-Szumlewicz a Muller (1987), ktefi popisuji fadu druhi krevsajicich plostic, které
oznacuji jako uspe$né xenodiagnostické druhy pro testovani jedinci s chronickou infekcei
vyvolanou Y kmenem Trypanosoma cruzi. Podle uspésnosti sefadili druhy plostic nasledovné:
Panstrongylus megistus, Triatoma pseudomaculata, Triatoma rubrovaria a Rhodnius
neglectus. Podle autori se pouzitim téchto druhti stane XD spolehlivéjsi a efektivnéjsi a mize

tak konkurovat dal§im metodam jako je napiiklad PCR.



Tabulka 1: Sani a hodnota infekce samic P. perniciosus pfi ptimé a nepiimé

xenodiagnostice

Pfima Nepfima
Pes Plemeno xenodiagnostika xenodiagnostika
LF  FF% IF% LF FF% IF%
* Pyrenean
Asymptomaticti 1 mastiff 55 67,3 0 61 16 0
psi
C.2  COKker s 889 125 25 680 O
Spainel
.3 Mongrel 53 906 792 41 854 11,4
C.4 G€Man 50 629 706 NT NT  NT
shepherd
OligosymptomatiCti -~ 5 Pyrenean ., o;5 156 55 214 83
psi mastiff
C.e SeMman 5 887 436 20 500 O
shepher
C.7 Beagle 53 98,1 654 44 477 0
c.g Greal 45 733 636 47 64 66,7
Dane
Po'ysyr*;f;tiomat'c“ .9 Mongrel 34 100 88 31 484 O
G0 GeMan 45 g5 394 13 385 0
shepher
Gaq Geman o 231 737 37 811 0
shepher
C.12  Husky 38 395 46,7 21 47,6 0

NT = netestovano, LF = pocet Zijicich samic, FF% = procento nasatych samic
vztaZzenych na pocet LF, IF% = procento nakaZzenych samic vztazenych na pocet FF

Pievzato a upraveno z (Guarga et al. 2000).




Bronfen (1989) navrhla soucasné pouziti nejméné 2 druhti krevsajicich plostic. To
potvrzuje i dalsi studie (Moreira a Perlowagora-Szumlewicz 1997), ktera popisuje
signifikantni rozdily mezi pozitivnimi xenodiagn6zami pouzivajici P. megistus nebo T.
infestans (10,73 % versus 0,98 %). Pokud se pro xenodiagnostiku pouzili oba druhy
soucasn¢ (P. megistus a P. vitticeps), pozitivni vysledky byly vyrazné vyssi (32,25 %) nez
pozitivni vysledky ziskané pfi samostatném pouziti jednoho z nich (naptiklad T. vitticeps -
5,88 %).

Utinnost xenodiagnostického vysetieni 1ze zvysit i pouzitim vétsiho poétu krevsajicich
plostic na jedno xenodiagnostické vySetieni nebo opakovanym vysetienim (Schenone 1999;
Dias 1940). Perlowagora-Szumlewicz a Muller (1987, 1982) popisuji takzvané ,,poinfekéni

dopliikové sani®, které az trikrat snizuje pravdépodobnost chybného negativniho vysledku.

4 XENODIAGNOSTIKA A JEJi SOUCASNE VYUZITI PRI STUDIU
LEISHMANIOZ

V dnesni dobé nam xenodiagnostika poskytuje dilezita data tykajici se potencionalni
schopnosti nakazeného jedince pfenaset onemocnéni.

Pro xenodiagnostické vySetieni se pii studiu leishmanioz obvykle pouzivaji druhy, které
se vyskytuji v endemické oblasti, Ize je chovat v laboratofi a které jsou nachylné pro dany
druh leishmanie. Naptiklad pro druh L. infantum, vyskytujici se ve stfedomofi, se pouziva
nejcastéji Phlebotomus perniciosus, ktery je v této oblasti hlavnim vektorem (Bongiorno et al.
2013; Guarga et al. 2000; Molina et al. 1994; WHO 2010). Naopak brazilské studie zaméfené
na L. infantum pouzivaji jako ptenaSece Lutzomyia longipalpis (Laurenti et al. 2013; Vexenat
et al. 1994).

V xenodiagnostickych experimentech, které prokazaly, ze damani (Procavia capensis)
mohou byt rezervoarem L. tropica byl jako pfenase¢ pouzit Phlebotomus arabicus, ktery je
druhem flebotoma typickym pro studované ohnisko L. tropica v lIzraeli (Svobodova et al.
2006). Dalsi studie Svobodové et al. (Svobodova et al. 2003) vyuzila xenodiagnostiku
k prikazu pienosu L. tropica z asymptomatickych krys (Rattus rattus) na P. sergenti.

Nejcastéji byla xenodiagnostika pouzita pfi studiu rezervoart L. infantum. Proto tomuto

tématu vénuji samostatnou kapitolu 4.3.



4.1 Typy leishmanioz z hlediska prenosu

Leishmanioza se vyskytuje ptevazné v oblasti subtropického a tropického pasu.
Nejvétsi dopad ma toto onemocnéni v rozvojovych zemich. Uvadi se, ze piiblizné 350
miliont lidi je leishmaniézou ohrozeno a vice jak 2 miliony z nich se nové nakazi kazdy rok
(WHO 2010). Leishmaniozu vyvolavaji parazité z rodu Leishmania, ktefi koluji mezi
obratlovci a pienaseci (obr. 1.). Tento rod obsahuje velké mnozstvi morfologicky
nerozliSitelnych druhti (nebo komplexti druhtt). Druhy lze rozlisit jen pomoci biochemickych
¢i molekulédrnich technik.

Podle klinického projevu rozliSujeme 3 zakladni typy leishmanioz. Piiznaky infekce
prvotné pozorujeme na kuzi, a pokud zde infekce ztstane lokalizovana po celou dobu
onemocnéni, mluvime o takzvané kozni leishmanioze, zpusobené naptiklad infekci L. tropica,
L. major nebo L. brazillienzis. Pokud infekce zasahne i sliznici, jedna se 0 muko-kutanni
leishmanidzu, nejcastéji zptisobenou L.braziliensis v Jizni Americe. Nejvice invazivnim
projevem tohoto onemocnéni je visceralni neboli Gtrobni leishmanidza, ktera invaduje do
vnitfnich organii. Napadé pfedev§im mizni uzliny, slezinu, jatra a kostni dienl. Tento typ
onemocnéni je vyvolan infekci parazitem z komplexu L. donovani. Jaky typ se u nakazeného
jedince projevi je dan hlavné vlastnostmi parazita, imunitnim systémem hostitele a jeho
genetickou vybavou. U celé fady zivocichi je znamo, Ze nedochéazi k zddnému projevu
onemocnéni, 1 kdyZ v jejich téle nachazime infekéni paraziticka stadia. O takovych jedincich
fikame, Ze maji asymptomaticky, neboli bezptiznakovy, pribéh onemocnéni (Quinnell a
Courtenay 2009; Jacobson 2003; Reithinger et al. 2007).

Z hlediska vyuZiti xenodiagnostiky pfi studiu leishmanioz nés vSak vice zajima
rozdéleni leishmaniéz z hlediska pfenosu v riznych endemickych oblastech.

Podle tohoto kritéria rozeznavame 2 zakladni formy onemocnéni (obr. 2):

e Zoonotickou leishmanidzu, kde rezervoarovym hostitelem jsou divoka nebo
domestikovana zvitata

e Antroponotickou leishmanidzu, kde onemocnéni koluje pouze mezi lidmi.



Obrazek 1: Zivotni cyklus rodu Leishmania
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Druhy komplexu Leishmania donovani koluji v ptirodé riznym zptisobem. Leishmania

infantum zpuisobuje zoonotickou visceralni leishmaniézu (ZVL) v Asii, na Strednim Vychodg,

v Evropé a v Latinské Americe. Rod Leishmania donovani je ptivodcem visceralni

leishmanidzy (VL), nazyvané také nemoc kala-azar, v Indii, v Nepalu, na Stfednim vychod¢ a

ve vychodni Africe (Quinnell a Courtenay 2009). Tato leishmanie ziejmé koluje v nékterych

ohniscich jako zoon0za, v jinych jako antroponoza.



Obrézek 2: Cyklus rodu Leishmania — antroponoticky versus zoonoticky ptenos
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Pievzato a upraveno z: (Kumar a Engwerda 2014)

Ve vychodni Africe je cyklus L. donovani pievazné zoonoticky, na rozdil od Indie.
Nasvédcuji tomu naptiklad velmi ¢asté infekce hlidaci ptirodniho parku Dinder v Stdanu,
ktery je jinak neobydleny (Zijlstra et al. 2003). V Indii, kde je VL antropondza (Ready 2014),
by mohli byt hlavnimi rezervoary onemocnéni pacienti s post kala-azar dermalni
leishmanidzou (Singh et al. 2006). Post kala-azar dermalni leishmaniéza (PKDL) je chronické
onemocnéni projevujici se jako dermatitida, postihujici 10 — 20 % pacientt v Indii a az 60 %
pacientti v Sudanu, kteti se vylécili z visceralni leishmanidzy (Ramesh a Mukherjee 1995).

Tato odlisnost v typu pfenosu by mohla byt zplisobena i zivotnim stylem obyvatel
Vv téchto endemickych oblastech. Vétsina ohnisek VL na indickém subkontinentu je
dlouhodobé lokalizovana ve vesnicich se stalym obyvatelstvem. Naproti tomu ve vychodni
Africe pfevazuje pastevecky zpiisob Zivota, ktery je spojen s ¢astou migraci. Lidé tak v této
oblasti pfichazeji do styku s divokymi zvifaty Castéji nez v piipadé indickych obyvatel (Ready
2014).

| kdyZz kazdy druh rodu Leishmania obvykle spada do jedné z téchto kategorii, miizeme
najit vyjimky. Napiiklad Leishmania tropica je ptivodcem kozZni leishmaniozy a onemocnéni

je vétsinou antroponozou. Existuji vSak i zoonoticka ohniska L. tropica, kde jsou
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rezervoarovymi zvifaty damani, coz bylo potvrzeno i xenodiagnostickymi experimenty
(Svobodova et al. 2006). Pti experimentalni infekci jinych potencialnich hostiteld, krys Rattus
rattus, probihalo onemocnéni bezptiznakove, presto 8 z 10 jedinct bylo infekénich pro
prenasece P. sergenti. Procento nakazenych samic flebotomt dosahovalo v praméru 2,9 %

(0 -7 %). | kdyz byli pomoci PCR detekovani paraziti u krys v obou usich, tlapkach a ocasu,
samice pfenaSeCe se nakazily jen v pfipad¢, pokud saly na uchu, do kterého byli intradermalni

inokulaci vpraveni parazité (Svobodova et al. 2003).

4.2 Definice rezervodrového hostitele

Pouha ptitomnost infekce u néjakého savéiho druhu nemusi nutné€ znamenat, Ze tento
druh je rezervodrem tohoto onemocnéni. Aby se druh stal rezervoarovym hostitelem, je nutné
prokazat, ze populace parazita je na daném druhu hostitele zavisla. To znamena, ze se mezi
jedinci populace musi parazit $ifit dlouhodobé. To vyZzaduje dikladné ekologické, medicinské
a epidemiologicke studie (WHO 2010).

Obecné plati, Ze moznost prukazu zda je druh rezervoarovym hostitelem, je zavisla na
poctu dostupnych studii a pozorovéani. Miizeme vSak urcit zékladni kritéria, podle kterych
budeme posuzovat fazeni druhu mezi rezervoary onemocnéni (WHO 2010; Quinnell a
Courtenay 2009):

e RH (rezervoarovy hostitel) by se mél pomérné hojné vyskytovat v dané endemicke
oblasti. Mél by byt také pomérné dlouhoveky, aby v ném parazit mohl piezit obdobi, kdy
pfenaseci nejsou pfitomni z divodu sezonnich cykla.

e RH musi byt v kontaktu s flebotomy a musi pro né poskytovat vyznamny zdroj
potravy. Naptiklad ve Starém Svété jsou RH vétSinou druhy zijici v koloniich a v norach.
Takova populace poskytuje idedlni habitat pro pfenaSece a umoziuje jim snadnéji prenaset
infekci mezi jedinci v této populaci.

e Podil jedinct, ktefi jsou za sviyj Zivot nakaZeni, je vyznamny, Casto prekroci i 20%.
Prevalence se v§ak miiZe zna¢né liSit v zavislosti na roénim obdobi.

e Priibéh onemocnéni u RH by mél byt chronicky a infekce by méla byt v idealnim
ptipadé malo patogenni, aby parazit piezival v RH co nejdéle a hostitel byl pro pfenasece
dlouho infekéni.

e Paraziticka stadia by méla byt ptitomna v kuzi ¢i v Krvi v dostateéném mnozstvi, aby

se co nejsnaze dostala pfi sani do téla prenasece.
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4.3 Pouziti xenodiagnostiky k priikazu rezervodrovych hostitelii
Leishmania infantum

Hlavnim rezervoéarem visceralni leishmanidzy zpusobené druhem Leishmania infantum
jsou doméci psi (WHO 2010). Podle pfitomnosti klinickych pfiznaki onemocnéni délime
nakazené psy do tii skupin: Asymptomaticti, oligosymptomaticti a polysymptomaticti psi.
Asymptomaticti psi nemaji zadné klinické ptiznaky onemocnéni. Oligosymptomaticti maji 1
pokles hmotnosti, nadmérné lindni nebo ztrata lesku srsti. Polysymptomatiéti psi maji vice
jak 2 zavazné ptiznaky infekce, jako jsou: dermatologické zmény (alopecie, sucha
dermatitida, kozni 1éze a viedy), ocni poruchy a zanéty spojivek, mistni a generalizovana
lymfodenopatie, priijem, ztrata hmotnosti a nechutenstvi, onemocnéni pohybového aparatu,
horecky, krvaceni z nosu a onychogrypéza (Vercosa et al. 2008; Amorim et al. 2011;
Mancianti et al. 1988; Michalsky et al. 2007).

Role symptomatickych (synonymum polysymptomaticti) psi jako pfirodnich
rezervoaru L. infantum nebo L. chagasi byla opakované prokazana (Alvar et al. 2004;
Gramiccia a Gradoni 2005; Quinnell a Courtenay 2009; Ready 2014). Podle nékterych studii
Jsou symptomaticti psi pro flebotomy az 4x vice infek¢éni nez oligosymptomaticti a
asymptomatic¢ti (Michalsky et al. 2007). Diky tomuto faktu, vzniklo n€kolik strategii jak
kontrolovat nakazené psy a jak piedejit nakaze dalSich. Kontrolni programy byly zavedeny
hlavné v Brazilii, Spanélsku a Cing, kde je psi visceralni leishmanioza (CVL) hlavnim
problémem (Tesh 1995; Ready 2014; Courtenay et al. 2002). Kontrolni programy sice
nezaznamenaly signifikantni pokles CVL, ale diky nim byly vyvinuty insekticidy na bazi
spreji nebo obojku proti flebotomiim, stale bézi vyvoj G¢innych vakcin proti Leishmania
infantum nebo terénni studie zamétené na detekci séropozitivnich pst (Courtenay et al. 2002;
Gramiccia a Gradoni 2005; Jorge Alvar et al. 2004).

Role oligosymptomatickych a asymptomatickych pst neni zdaleka tak prokazatelna
jako v ptipadé polysymptomatickych, proto se timto tématem zabyva nemalé mnozstvi
odbornych ¢lanka. K prikazu epidemiologické vyznamnosti téchto pst se nejcasteji pouziva
ptima xenodiagnostika a zkoumaji se téz imunologickeé parametry ve vztahu k riziku infekce
jedince. UZ roku 1989 byl prokazan vyznam bunééné imunity Vv rezistenci proti
leishmaniéozam na mysim modelu (Liew 1989; Scott 1989). Guarga et al. (Guarga et al. 2000)

ve sveé studii zkoumali vztah mezi imunologickym statusem infikovaného psa L. infantum a
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mirou infekce flebotomi, ktefi na tomto psovi séli. Nasli vyznamnou korelaci mezi
mnozstvim parazita detekovaném ve vektoru a procentudlnim zastoupenim pomocnych T-
lymfocyt (CD4/TcRop+ a CD4/CD45RA+) vysetiovaného jedince. Z této zavislosti vyplyva,

cwwr e

7e ¢im nizsi je pocet pomocnych T-lymfocytl, tim vyssi je pravdépodobnost nakazeni
vektora. Naopak z4dné asociace nebyla prokdzana v piipadé¢ cytotoxickych T-lymfocyth
(CD8/TcRap+ a CD8/CD45RAT).

V dalsi studii (Molina et al. 1994) se porovnavala infek¢nost u 16 prirozené
nainfikovanych pst Leshmania infantum. Vsichni psi byli séropozitivni s rozdilnymi
symptomy, proto byli rozdéleni do 3 skupin: 5 asymptomatickych, 4 oligosymptomatickych a
7 polysymptomatickych psu. Na téchto jedincich byla provedena XD pomoci P. perniciosus.
Po 7 dnech byly samice flebotoma usmrceny a obsah stieva vySetien na ptitomnost
promastigotnich stadii. Vysledkem této studie bylo zjisténi, Ze schopnost psa infikovat
flebotoma neni zavisla na rozsahu symptomu, nebot’ nebyly zjistény vyznamné rozdily v
poctu infikovanych samic pienasece mezi jednotlivymi klinickymi skupinami.

Naopak jiny ¢lanek (Vercosa et al. 2008) popisuje signifikantni rozdily ve schopnosti
pfenaset onemocnéni mezi asympotomatickymi a symptomatickymi psy. Celkem 14
infikovanych psti bylo vysetfeno pomoci XD. U 6 z 9 symptomatickych vysel pozitivni
vysledek, naopak zadny z 5 asymptomatickych pst nenakazil Zadnou samici Lutzomyia
longipalpis. Mohlo to byt zpisobeno tim, ze u asymptomatickych pst nebyly detekovany
zadni amastigoti v kizi. V ¢lanku vSak neni uvedeno, za jak dlouho po infekci byla
xenodiagnostika pouzita. I dal$i studie se ptiklani k hypotéze, Ze asymptomaticti psi hraji jen
velmi malou roli v pfenosu leishmaniozy (Courtenay et al. 2002).

Na druhé strané, asymptomatiéti psi v endemické oblasti Spanélska byli schopni nakazit
P. perniciosus parazitem Leishmania infantum (Molina et al. 1994). Tato data ukazuji rozdil
mezi studiemi provadénymi v oblasti Stiedozemi a v Jizni Americe. Tento rozdil muze byt
zpusobem rozdilnym kmenem Leishmania a rozdilnym druhem pienasecu vyskytujicich se v
téchto oblastech (Travi et al. 2001).

Existuji dikazy, ze u velkého poctu asymptomatickych pst dojde k rozvoji
ptiznakového onemocnéni a protoze ¢asem se symptomy objevi i u téchto jedincii, popisuji

néktefi autofi tyto psy jako pre-symptomatické (Courtenay et al. 2002).

Béhem poslednich tfi let se objevila série studii, které prokazuji, Ze rezervoarem zoonotické
visceralni leishmaniozy pisobené druhem L. infantum mohou byt téz zastupci Celedi

Leporidae (zajicovci), konkrétné zajici a mozna i kralici.
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PCR pouzita pro vysetieni sleziny kralikii odchycenych ve Spanélsku ukazala
pozitivni vysledek na ndkazu L. infantum (Chitimia et al. 2011). Tuto teorii potvrzuje i dalsi
studie, ve které nasli u zajice stepniho (Lepus yarkandensis) protilatky proti L. infantum (LiFu
et al. 2009).

Molina (Molina et al. 2012) ve sv¢é studii pouziva xenodiagnostiku pro detekci L.
infantum v zajici iberském (Lepus granatensis) (obr. 3). Bylo vybrano 7 asymptomatickych
zajict nakazenych L. infantum. Pro pfimou XD byli jako pienaseci pouziti P. perniciosus. 4
ze 7 zajicu (57,14 %) méli pozitivni xenodiagndzu, hodnota nakazy u pienaSece Cinila
v praméru 4,7 % (0 — 10,6 %). Vysledky XD jsou uvedeny v tabulce 2.

Pti této studii provadéné v roce 2011 v jihovychodni ¢asti Madridu bylo zjisténo, ze v
ptilehlém nové vybudovaném parku Zije velka populace zajicu a diky nim je zde i velka
populace flebotomui. Zaroven byl v okoli parku diagnostikovan nartist onemocnéni vyvolané
L. infantum. Pouzitim pfimé xenodiagnostiky bylo prokazano, ze zajici mohou hrat roli
Vv epidemiologii onemocnéni. Zajic ibersky (Lepus granatensis) by mohl byt povazovan za
sekundérni rezervoar onemocnéni.

O dva roky pozdé&ji navazali na toto pozorovani dalsi studii Jiménez a kol. (2014).
Pouzili XD pro vySetieni jedincu kralika divokého (Oryctolagus cuniculus), ktery by také
mohl hrat vyznamnou roli v kolob&hu leishmaniézy ve Spanélsku. Stejné jako v piipadé
zajice iberského (Lepus granatensis) je populace kralika divokeho (Oryctolagus cuniculus)

v této oblasti pocetna.
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Tabulka 2: Vysledky xenodiagnostiky provadéné na 7 kralicich infikovanych L. infantum,

ktefi byli vystaveni sani 100 samic P. perniciosus

Celkovy pocet
Pocet s .
Datum o Pocet nasatych o infikovanych
) ) Kod kralika vypitvanych
xenodiagnostiky samic flebotomu samic flebotomi
samic flebotomi
(%)
01/12/11 L18 85 63 5 (7,9 %)
01/12/11 L19 55 25 0
11/01/12 L34 75 47 5 (10,6 %)
11/01/12 L35 58 38 2 (5,3 %)
11/01/12 L38 82 45 0
11/01/12 L39 63 42 0
11/01/12 L40 80 33 3(9,1 %)

Obrézek 3: Xenodiagnostika provadéna zajici iberském (Lepus granatensis)

Pievzato a upraveno z (Molina et al. 2012).
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S cilem objasnit roli zajicovct v cyklu ZVL byla pouzita piima XD (P. perniciosus) na
odchycenych jedincich divokych kralika. Celkem bylo odchyceno 48 jedinct, u 11 (22,9 %)
z nich byla prokazana existence anti-leishmania protilatek, coz odpovida faktu, Ze tito jedinci
museli ptijit do styku s parazitem L. infantum. Deset z jedenacti pozitivnich kralika bylo
vySetfeno pifimou XD, 5 z nich (50 %) bylo schopno nakazit P. perniciosus (Jiménez et al.
2014).

Vysledky téchto pozorovani demonstruji, ze i zdanlivé zdravi jedinci ¢eledi zajicovci

infikovani L. infantum jsou schopni nakazit ptenasece.

O roli hlodavct v kolob&hu L. infantum se spekuluje jiz delsi dobu. Krysa obecna
(Rattus rattus) se diky svému zpisobu Zivota a arealem rozsiteni stala jednim z druht, které
by mohly hrat n&jakou roli pti kolob&hu leishmanioz v ptirod¢. Paraziti izolovani z jedinct
Rattus rattus byli identicti s parazity z lidi a pst. Krysy v8ak na rozdil od lidi a pst
nevykazovaly zadné viditelné znamky onemocnéni (Gradoni and Pozio 1983). Tomuto
zjisténi odpovidalo i pozorovani experimentalné nakazenych krys L. infantum, u kterych se
testovala infek¢nost pro okoli pomoci xenodiagnostiky. Nejenze jedinci vykazovali
asymptomaticky priabéh onemocnéni, ale byli i schopni infikovat prenasece (P. perniciosus).
Krysy byly pro flebotomy velice atraktivni a ptenasely infekci nejméné dalsiho pul roku
(Pozio et al. 1985). Vysledky vsak podporuji hypotézu, ze krysa Rattus rattus by mohla byt za

urcitych podminek rezervoarovym hostitelem L. infantum v oblasti Turecka.

O jihoamerické lisce Cerdocyon thous se dlouho uvazovalo, jako o rezervoaru
americké visceralni leishmanidzy, ptisobené L. chagasi (synonymum pro L. infantum
zavleenou do Jizni Ameriky ze Spanélska (Mauricio et al. 2000)). Je to no&ni $elma, ktera se
pii lovu ¢asto pohybuje v blizkosti lidskych obydli (Lainson et al. 1969) a nékolik studii
zjistilo, ze liSky maji vysokou prevalenci infekce L. chagasi (Laison et al. 1990; Orin
Courtenay et al. 2002; Richini-Pereira et al. 2014). Jin& védecka skupina v Brazilii (Gomes et
al. 2007) zjistila, ze séra lisek sice maji vysoké hladiny protilatek proti pfenaseci Lutzomyia
longipalpis), ale signifikantné nizsi hladinu protilatek proti parazitovi L.chagasi nez séra
vySetiovanych lidi a pst ze stejné oblasti (Obr. 4). Vysledky napovidaji tomu, ze lisky
prichazeji ¢asto do styku s pfenaseci, ale ze v této oblasti nejspise neexistuje sylvaticky cyklus
VL nezavisly na lidech a psech. K této hypotéze se ptiklani i dalsi studie (Courtenay et al.

2002), ktera podrobila 26 odchycenych (z toho 20 sérologicky pozitivnich a 8 PCR
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pozitivnich) divokych lisek ze severni Brazilie, 44 xenodiagnostickym pokustim, pfi kterych
bylo celkové pouzito 1469 samic L. longipalpis. Ani jedna z asymptomatickych
jihoamerickych lisek nebyla infek¢ni pro flebotomy. Z toho vyplyva, ze pouha vysoka

prevalence infekce nemusi nutné znamenat, Ze druh je rezervoarovym hostitelem onemocnéni.

Obrazek 4: 1gG Protilatky proti parazitovi Leishmania chagasi u lisek, psu a lidi z
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Protilatky proti parazitovi Leishmania chagasi.
Hladiny sérovych protilitek byly stanoveny metodou ELISA v séru (A) Cerdocyon thous (cut-off = 0,054),

(B) psu (cut-off = 0,35) a (C) lidi (cut-off = 0,036).
Cut-off oznaceno pferu§ovanou Carou.
Abs = protilatky, Endemic = endemicka oblast, Non-endemic = ne-endemicka oblast

Pievzato a upraveno z (Gomes et al. 2007).
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5 ZAVER

Zlata éra xenodiagnostiky jako diagnostické metody skoncila s nastupem molekularnich
diagnostickych metod, jako je naptiklad polymerazova fetézova reakce (PCR). Dnes se
xenodiagnostika pouziva hlavn¢ pro zjisténi infekénosti hostitele pro prenasece. Tato metoda
si tak nasla nové misto v parazitologii a pouziva se napiiklad pro testovani novych
rezervoarovych hostitelti nebo pro sledovani kolobéhu onemocnéni, ktera krevsajici ¢lenovci
prenaseji. Béhem posledniho desetileti byla xenodiagnostika opakované pouzita pii studiu
leishmani6oz u domécich a volné Zijicich zvitat, ktera jsou podezield z ucasti na kolob&hu
riznych druht leishmanii. Patfi mezi né hlavné domaci psi nakazeni Leishmania
infantum/chagasi, v jednotlivych piipadech byli studovani téZ zajici, kralici, krysy a damani

nakaZeni Leishmania infantum nebo L. tropica.
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6 SEZNAM ZKRATEK

Balb/c
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