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Abstrakt

Leishmania (Mundinia) je podrod rodu Leishmania vytvoteny v roce 2016, ve kterém je
zafazeno 5 druhi leishmanii — druhy L. enriettii a L. macropodum jsou paraziti pouze divokych druhii
savcl, zatimco druhy L. martiniquensis, ,, L. siamensis “ a L. sp. izolovana v Ghan¢€ maji potencial
infikovat i ¢lovéka. Aredl rozsifeni t€chto druhti je velmi Siroky a zasahuje do vSech kontinentd svéta
kromé& Antarktidy, ¢emuz odpovida i neobvykla diverzita hostiteldl a pfenaSecti onemocnéni. Mezi
vektory patii nejen flebotomové - dvoukitidly krevsajici hmyz ¢eledi Psychodidae (Phlebotominae), ale
i tiplici (Diptera: Ceratopogonidae), coZ je v ramci rodu Leishmania zcela unikatni. Skéla zvifat, ze
kterych byli zastupci podrodu L. (Mundinia) izolovani je Siroka, od klokant, koni, ¢i dobytka po
hlodavce, ale skute¢né doklady o jejich rezervoarové roli chybi. Mnohé otazky, zejména piesna
identita rezervoarovych zvirat a pfenasecl, musi byt tedy teprve zodpoveézeny, nez pochopime

celkovou biologii tohoto unikatniho podrodu.

Kli¢ova slova: leishmanioza, leishmania, Leishmania enriettii, ,, Leishmania siamensis *, Leishmania

martiniquensis, leishmani6za koni, fylogeneze, agbamekanu, Leishmania macropodum
Abstract

Leishmania (Mundinia) is a subgenus of genus Leishmania established in 2016 which includes
5 species of Leismania spp. — L. enriettii and L. macropodum - parasites of wild mammals and
L. martiniquensis, ,, L. siamensis“ and L. sp. isolated in Ghana — parasites which can infect humans.
Geographical distribution of these species is very large and reaches all continents, except
of Antarctica. This fact correlates with huge spectre of hosts and vector species. Vectors belong to two
families of Diptera: Psychodidae (Phlebotominae) and Diptera: Ceratopogonidae which is unique.
Leishmania (Mundinia) species were isolated from many species of mammals like kangaroos, horses,
cattle and rodents, but role of these species as reservoir hosts remains uncertain. Many questions like
true identity of reservoir hosts and vectors have to be answered before the biology of this subgenus

will be fully understood.

Key words — leishmaniosis, leishmania, Leishmania enriettii, ,, Leishmania siamensis *“, Leishmania

martiniquensis, leishmaniosis of horse, phylogenetics, agbamekanu, Leishmania macropodum



Seznam zkratek

DNA pol. — DNA polymeraza

RNA pol. — RNA polymeraza

rRNA - ribozomalni RNA

gGAPDH - glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza

HSP70 — heat-shock protein 70

ITS1 — internal transcribed spacer

SSU rRNA - ribozomalni RNA malé ribozomalni podjednotky
DNA — deoxyribonukleova kyselina

RNA — ribonukleova kyselina

PCR - polymerazova fetézova reakce

PSG — promastigote secretory gel
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1. Uvod

Leishmanidza je lidské a zvifeci onemocnéni zpisobené jednobunéénymi eukaryotickymi
parazity rodu Leishmania, které je ptenasené krevsajicim dvouktidlym hmyzem: flebotomy (Diptera:
Psychodidae) a podle novych poznatkl ziejmé i tipliky (Diptera: Ceratopogonidae). Podle zpravy
WHO se lidska leishmani6za dnes vyskytuje ve vice nez 100 zemich celého svéta a ma na svédomi

zhruba 20-30 tisic lidskych Zivotii ro¢né. V endemickych oblastech zije vice nez 1 miliarda lidi

(WHO, 2017).

Onemocnéni se vyskytuje v riiznych forméch liicich se projevy a zdvaznosti. V ptipadé
kutanni (kozni) formy (CL) se nakazenému jedinci nejcastéji vyvine jedna ulcerujici 1éze v misté
infekce a ve vét§ing ptipadl dojde béhem néekolika tydni az mésict ke zhojeni 1éze a vytvoteni jizvy.
U pacientli s oslabenou imunitou se miiZze rozvinout takzvana difusné kutdnni forma onemocnéni
(DCL), pfti které se parazit rozsiii po velké casti téla hostitele a vytvari mnohocetné, vétSinou
neulcerujici 1éze. Pii mukokutanni (kozné€ slizni¢ni) form& (MCL) dochézi k napadeni mékkych tkani
(sliznic a chrupavek) hostitele v oblasti nosu, Ustni dutiny, hltanu a hrtanu a k jejich nendvratnému
napada vnitini organy hostitele a zptisobuje klinické ptiznaky podobné leukémii, kterymi jsou
napfiklad hepatomegalie, krevni anémie, nepravidelné zvySena teplota a celkova inava.

Pti nedostate¢né zdravotni péci vede tato forma onemocnéni velmi Casto ke smrti hostitele.

224

imunodeficienci, naptiklad vlivem soucasného nakazeni virem HIV (Pearson and Sousa, 1996).

Rod Leishmania patii do Celedi Trypanosomatidae (kmen Kinetoplastida) a v soucasné dob¢ je
rozdé€len na Ctyti podrody — L. (Leishmania), L. (Viannia), L. (Mundinia) a L. (Sauroleishmania).
Podrody L. (Leishmania), L. (Viannia) a L. (Mundinia) jsou paraziti ¢lovéka a jinych savct, zatimco

podrod L. (Sauroleishmania) se vyskytuje v plazech.

V prvni ¢asti této bakalaiské praci bude popsano fylogenetické postaveni podrodu
L. (Mundinia), nové vytvoreného v roce 2016, a jeho jednotlivych zastupci, kterymi jsou L. enriettii,
L. martiniquensis, ,, L. siamensis “, L. sp. izolovana v Ghan¢ a L. macropodum. V druhé ¢asti bude

detailnéji popséna biologie jednotlivych druhii tohoto podrodu.

Hlavni motivaci k vytvofeni této prace byla absence jakékoliv studie shrnujici poznatky znamé
o této skupin¢ leishmanii. Pfitom v tomto komplexu nalezneme i medicinsky vyznamné druhy
zpusobujici riizné formy onemocnéni ¢lovéka a zaroven tento podrod zahrnuje druhy s unikéatni
biologii (napft. pfenaseci jsou nejen flebotomové, ale i tiplici). Zajimavy je i aredlem rozsifeni, nebot’
zastupce téchto druhl nalezneme na vSech kontinentech svéta kromé Antarktidy, a to véetné Australie,

kde se jiné leishmanie nevyskytuji.



2. Fylogeneticke postaveni leishmanii podrodu Leishmania (Mundinia) neboli druhového
komplexu L. enriettii

V této kapitole bude vysvétlen soucasny pohled na postaveni komplexu L. enriettii
ve fylogenetickém stromu rodu Leishmania a zaroven bude pfiblizen historicky vyvoj formovani

tohoto podrodu.
2.1. Prvni klasifikace rodu Leishmania

Prvni autofi, ktefi rozdélili jednotlivé druhy leishmanii do vyssich taxonomickych skupin, byli
Lainson a Shaw, kteti béhem let 1979-1986 rozd¢lili v t€ dob€ znamé druhy rodu Leishmania
prevazné podle zpisobu vyvoje ve vektorech do téi podrodti — L. (Leishmania), L. (Viannia) a

L. (Sauroleishmania). Do podrodu L. (Leishmania) byly zatazeny jednotlivé komplexy druhit

se suprapylaridarnim vyvojem (vyvoj probihd v mesenteronu a stomodeu prenaSeci) jako napiiklad
komplex druhti L. donovani a komplex druhit L. mexicana, do kterého byla tehdy zatfazena

i L. enriettii. Do podrodu L. (Viannia) byly zatazeny druhy s peripylaridarnim vyvojem (vyvoj zacina
v proctodeu, poté je kolonizovan mesenteron a stomodeum) jako naptiklad komplex druh

L. braziliensis. Podrod L. (Sauroleishmania) byl vytvoren z druhtl, jez jsou vazany na plazy a vyvoj
v prenaseci je vétsinou hypopylariarni (omezen na proctodeum s kontaminativnim pfenosem

na hostitele), nékdy i peripylaridlni (Lainson a Shaw, 1987). Tento pohled byl dlouha 1éta uznavan a
uvedené tfi podrody jsou stale pouzivany. Nicméné teprve v poslednich letech se vyjasiiuje pozice

druhti, které od svého popsani staly vétSinou mimo tyto velké podrody.
2.2. Formovani podrodu Leishmania (Mundinia)

V této podkapitole bude shrnut historicky vyvoj podrodu L. (Mundinia) dtive znamého jako
komplex L. enriettii. Postupné bude piibliZzen objev a metoda zatazeni kazdého druhu. Blizsi

charakteristika jednotlivych druhii bude popsana v nasledujicich kapitolach.

2.2.1. Objev L. martiniquensis a zjisténi pribuznosti s L. enriettii

Velice dilezitou roli pii tvorbé podrodu L. (Mundinia) hraje L. martiniquensis izolovana
na ostrové Martinik poprvé v roce 1992 z HIV pozitivniho pacienta s difuzn€ kozni leishmanidzou.
Protoze izoenzymova analyza neukazala shodu s Zadnym z testovanych referencnich kmenti
leishmanii, usoudili autofi, Ze se nejedna o rod Leishmania. Na zékladé morfologie studované pomoci
elektronové mikroskopie byl tento izolat zafazen mezi jednohostitelska trypanosomatida (Dedet et al.
1995). V roce 1997 byl ziskan izolat z dal§iho pacienta, tentokrat HIV negativniho (Boisseau-Garsaud
et al. 2000). Oba izolaty byly oznaceny jako MAR1 a MAR2, jejich izoenzymovy profil byl identicky.
Nésledna analyza genti pro DNA a RNA pol. IT a 18S rRNA vedla k zatazeni MARI do rodu

Leishmania, konkrétné spolecné s L. enriettii do jedné vétve, odd€lujici se bazaln¢ od ostatnich



zastupcu skupiny euleishmania. OvSem bootstrapova podpora této vétve byla slaba, proto autofi
nevyloucili, ze izolaty mohou byt zafazeny do podrodu L. (Leishmania) nebo L. (Viannia), ptipadné
tvofit novy podrod v ramci skupiny euleishmania bez L. enriettii (Noyes et al. 2002). Tyto izolaty byly
az v roce 2014 (spolu s dal$imi novejSimi izolaty) validné popsany jako L. martiniquensis (Desbois et

al. 2014)

Teprve az fylogenetické zafazeni MAR1 a MAR?2 dle izoenzymové analyzy genti
pro katalytickou podjednotku DNA pol. a a velkou podjednotku RNA pol. I (Noyes et al. 2002) vedlo
k postupnému vytvoreni komplexu L. enriettii vétviciho se bazalné od ostatnich podrodii. Postupné
byly do tohoto komplexu ptidany 3 dalsi druhy a celkem 15 let lezel komplex druhti L. enriettii

stranou ostatnich podrodi a jeho pribuznost s ostatnimi skupinami leishmanii nebyla vyjasnéna.

Az v prosinci roku 2016 bylo podle fylogenetické studie zaloZené na porovnani genti
pro gGAPDH a HSP70 potvrzeno, Ze se L. enriettii, L. martiniquensis, L. macropodum (AM-2004)
vétvi bazaln€ od podrodi L. (Leishmania), L. (Viannia) a L. (Sauroleishmania) s tim, Ze jsou
nejpiibuznéjsi (92 resp. 96% podobnost) s podrodem L. (Leishmania) a s podrodem
L. (Sauroleishmania) (87 resp. 94% podobnost). Pro tento komplex byl vytvotfen dalsi podrod —
L. (Mundinia), pojmenovany po objevitelich druhu L. enriettii (Espinosa et al. 2016) (obr. 1).

Studie Espinosy et al. (2016) bohuzel nezahrnuje do svych analyz druhy Leishmania sp.
izolovana v Ghané a ,, L. siamensis “. V kazdém ptipad¢ jsou ale vztahy uvnitt komplexu L. enriettii
v tomto stromé stejné, jako ve strome vytvoreném Kwakye-Nuako et al. v roce 2015 a Ize tedy
predpokladat, ze je mozné chapat vztahy uvnitt komplexu L. enriettii dle Kwakye-Nuako et al. (2015)
pouze piejmenovat druhovy komplex L. enriettii na podrod L. (Mundinia) (obr. 2).

2.2.2. Izolace L. macropodum v Australii

Ttetim druhem ptfidanym do podrodu L. (Mundinia), byl izolat ziskany z klokantt Macropus
rufus v Australii (Rose et al. 2004), oznaceny jako AM-2004, ktery byl teprve nedavno validn€é popsan
jako L. macropodum (Barrat et al. 2017). Tento izolat byl po prizkumu a porovnani genti pro RNA
pol. IT a ITS1 ur€en jako novy druh, ktery je nejpodobnéjsi druhu L. enriettii a v roce 2011 byl zatazen
do vétve s L. enriettii a izolatem MAR1 z Martiniku (obr. 3) (Dougall et al. 2011).
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Obr. 1 — Fylogeneticky strom heteroxennich trypanosomatid, skupiny Leishmaniinae odvozeny podle analyzy zalozené
na sekvencich HSP70 a gGAPDH. CtyFi heteroxenni rody Endotrypanum, Porcisia, Zelonia a Leishmania maji vysokou

bottstrapovou podporu a novy podrod L. (Mundinia) je nejbazalnéjsi skupinou rodu Leishmania (Espinosa et al. 2016).
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Obr. 2 — Fylogeneticky strom vznikly porovndanim sekvenci ITSI po objevu ghanského druhu. Zde jsou jednotlivé izolaty
oznaceny jako GHS, GHI10 a GHI11. (Kwakye-Nuako et al. 2015).
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Obr. 3 — Fylogeneticky strom pro rod Leishmania a pribuzné rody vytvoreny analyzou genu pro RNA polymerazu I1.

Leishmania macropodum je zde oznacena jako Leishmania AUS (Dougal et al. 2011).

2.2.3. Objev a zarazeni PCM2

Dal§im druhem, ktery byl ptidan do podrodu Leishmania (Mundinia), je takzvana
L. siamensis “. Jelikoz zatim nedoslo k jejimu oficialnimu popsani v souladu s mezinarodnimi
pravidly zoologické nomenklatury, neni tento nazev validni. V této praci budu tedy pouzivat

., L. siamensis “ v uvozovkach jako nomen nudum.

V literatute se hovoti o druhu ,, L. siamensis “ v souvislosti s kmenem izolovanym autory
Sukmee et al. (2008), ale studie Pothirat et al. (2014) dokazala, Ze se v tomto pfipade€ i u vSech
ostatnich thajskych leishmanii oznacovanych jako ,, L. siamensis “ jedna ve skute¢nosti
o L. martiniquensis. Jedinou vyjimkou je izolat PCM2 (Bualert et al. 2012), ktery pro tvorbu
fylogenetického stromu pouzili i Pothirat et al. (2014) (obr. 4). Pro zafazeni byly pouzity geny
pro ITS1 a velkou podjednotku RNA pol. II. Zaroven bylo také dokazano, Ze izolaty z Evropy
(Miiller et al. 2009, Lobsinger et. al., 2010) a USA (Reuss et al. 2012) oznacované v té dob¢ jako

., L. siamensis “ také nalezi k druhu L. martiniquensis.
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Obr. 4 — Fylogeneticky strom vznikly porovnanim sekvenci RNA pol. Il. LSCM1 je L. martiniquensis a PCM?2 je novy druh,

oznacovany jako ,,L. siamensis* (Pothirat et al. 2014).

2.2.4. Leishmania sp. izolovana v Ghané

Do této chvile poslednim druhem ptidanym do podrodu L. (Mundinia) je dodnes
nepojmenovany druh Leishmania sp., ktery zptisobuje kozni formu leishmaniézy v Ghané, konkrétné
v oblasti lezici mezi jezerem Volta a hranici se stditem Togo, pobliZ mésta Ho. Prvnimi, kdo
zaznamenali a zafadili tento druh byli Villinski et al. (2008). Pti tvorbé fylogenetického stromu nebyla
sice pouzita L. enriettii, ale autofi porovnali geny pro SSU rRNA s L. martiniquensis a
L. macropodum a ITS1 s L. macropodum. Vysledkem této analyzy bylo zatazeni ghanského izolatu

mezi zminéné dva druhy.

Rozsahlejsi prace studujici ghansky druh Leishmania sp. vysla v roce 2015 (Kwakye-Nuako et
al. 2015). Fylogeneticka analyza genu pro ITS1 zatadila tento druh do komplexu L. enriettii s tim,
ze se jedna o druh nejpfibuznéjsi PCM2 oznaceny ve studii jako “L. siamensis “ (98,29% identita),
nasledovanym L. enriettii (90,26% identita) (Obr. 2). Druhy fylogeneticky strom na zakladé sekvence
genu pro RNA pol. II také fadi ghansky druh do komplexu L. enriettii, i kdyz zde byl jako
nejpodobnéjsi urcen druh L. enriettii (98,42% identita), nasledovan PCM2 (98,08% identita),

bootstrapova podpora je zde ale jen 48 %.



2.3. Souhrn

Porovnanim dosud vyslych studii se jevi jako nejucelenéjsi fylogeneticky strom hodnotici
pribuznost druhli v ramci komplexu L. enriettii ten, ktery v roce 2015 vytvorili Kwakye-Nuako et al.
uz proto, ze v této studii bylo analyzovano vsech pét druhti podrodu L. (Mundinia) najednou (obr. 4).
Nejptibuznéjsi jsou si Leishmania sp. izolovana v Ghané a ,,L. siamensis “. Leishmania
martiniquensis a L. macropodum se vétvi bazaln€ od ostatnich druhti a L. enriettii lezi mezi druhy

L. macropodum a ,,L. siamensis *.

Podrod L. (Mundinia) (¢i L. enriettii komplex) se prakticky ve vSech studiich, které se jeho
fylogenetickym zatazenim zabyvaly, vétvi bazalné od ostatnich podrodi rodu Leishmania (obr. 1-5).
Pokud jde o jeho pribuznost s témito ostatnimi podrody leishmanii, pak Ize asi nejvic vérit studii
Espinosa et al. (2016), ktera kvantitativné hodnoti piibuznost s ostatnimi podrody a je v ni uvedeno,
ze se L. (Mundinia) vétvi bazaln¢ od L. (Leishmania), L. (Viannia) a L. (Sauroleishmania) s tim, Ze je
nejpiibuznéjsi (92 resp. 96% podobnost) s L. (Leishmania) a s L. (Sauroleishmania) (87 resp. 94%
podobnost).

Monofyleticky ptivod tohoto podrodu dokazuje také studie Barrat et al. (2017), ktera nejen,
Ze se s ostatnimi publikovanymi studiemi shoduje bazalnim odvétveni podrodu L. (Mundinia)
od ostatnich podrodii rodu Leishmania, ale zarovei je v ni odhadnuta doba odvétveni jednotlivych
druht (obr. 5). Barratt et al. (2015) vyuzili znamou doby odd¢leni Australie od Jizni Ameriky pro
kalibraci oddé€leni nove popsaného druhu Zelonia australiensis od jeho sibling species Z. costaricensis
z Jizni Ameriky, Na zaklad¢ této znalosti pak odhadli dobu vzniku dvojhostitelskych leishmanii
(skupiny Euleishmania a Paraleishmania) z jednohostitelskych predkti do obdobi existence Gondwany
ve stfedni kiidé (pted cca 91 mil let). Z hlediska fylogeneze podrodu L. (Mundinia) je zde vyznamny
odhad doby odvétveni L. macropodum od ostatnich druhi - tato doba je stejng€ jako v ptripadé Zelonia
australiensis shodna se vznikem Australie jako samostatného kontinentu. Tento fakt podporuje
hypotézu vzniku leishmanii na starodavném superkontinentu dle Harkins et al. (2015). Autoii
vysvétluji kosmopolitni rozsifeni leishmanii podrodu L. (Mundinia) tim, Ze jeho jednotlivé druhy

vznikly ze spole¢ného predka vikariantni speciaci po rozpadu tohoto superkontinentu.
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Obr. 5 - Fylogeneticky strom vznikly porovndnim genii pro 18S rDNA a velkou podjednotku RNA pol. II. Cisla
mimo zdvorky znamenaji dobu odstépeni v milionech let. Cisla v zdvorkdch znamenaji bootstrapovou podporu pro jednotlivé
metody vytvareni stromu. Cerny kosoctverec znamend 100% podporu pro viechny tii metody, nevybarveny 99%, cerny kruh
60% nebo méné a cerny ctverec znamena collapsed node. Hvézdickou je oznacena Z. australiensis. Jednotlivé vétve maji

barvu podle aktualniho znamého rozsiveni druhu (Barrat et al. 2017).

Pro formovani kladogramt se diive pouzivala izoenzymova analyza, ktera je v dnesni dobé
nahrazovana metodou sekvenace a nasledného porovnani gend, které nejsou pfili§ konzervované, tudiz
vypovidaji o pfibuznosti, a je na jejich zakladé mozné odlisit jednotlivé druhy (jako napf. geny
pro ¢asti RNA pol. II, DNA pol. a, HSP70 a ITS1). Pouzitim téchto metod Ize docilit mnohem
spolehlivéjsich a piesnéjSich vysledkil nez izoenzymovou analyzou, diky ¢emuz postupné piebiraji

majoritni tlohu pii tvorbé fylogenetickych stromt.



3. Popis jednotlivych druhii podrodu L. (Mundinia)

3.1. Leishmania enriettii

Druhem definujicim podrod L. (Mundinia) je L. enriettii, ktera byla objevena Medinou v roce
1946 v laboratornich morcatech z Instituto de Biologia e Pesquisas Tecnoldgicas de Curitiba v Brazilii
a popsana v roce 1948 (Muniz a Medina, 1948). Lainson a Shaw (1997) uvad¢ji, Ze prestoze neni
L. enriettii infekéni pro cloveéka, tak se diky dobrému rlstu na krevnim agaru a pfitomnosti velkych a
dobie detekovatelnych amastigotl v koznich 1ézich brzy stala oblibenym laboratornim modelem
pro imunologické a chemoterapeutické studie rodu Leishmania. Tento druh byva v literatute ¢asto
oznacovan jako zahadna leishmanie, protoZe po popsani Munizem a Medinou se po celych 20 let
neobjevil dalsi izolat a piivod onemocnéni morcat zlstaval zahadou. Az v roce 1967 byla L. enriettii
znovu izolovana z domacich morcat na predmeésti Curitiby (Luz et al. 1967 v Machado et al. 1994) a
na dlouhou dobu se jednalo opét o ojedinély piipad. K dal§imu zachyceni nakazy L. enriettii doslo
az o vice nez 20 let pozdéji, kdyz si manzelsky par ze Sdo Paula v ¢ervnu roku 1988 potidil na trhu par
morcat a 0 7 mésicii pozdeji (leden 1989) je s sebou odvezli na farmu v Capao Bonito (hranice Sao
Paulo-Parand), pobliz pozistatkii blahoCetového pralesa. O néjaky Cas pozdégji (v literatuie
neuptesnéno) doslo na usich morc¢at k vyvinu rychle rostoucich a ulcerujicich 1ézi. Pomoci
izoenzymové analyzy, neobvykle velkych amastigotli a projevu leishmanie na pokusnych morcatech a

v kultuie bylo potvrzeno, ze se jedna o L. enriettii (Machado et al. 1994).

3.1.1. Oblast vyskytu onemocnéni

Ptipadu, kdy doslo k identifikaci L. enriettii je pouze né€kolik a nikdy nebyla publikovana
prace o rozsahlej$im terénnim vyzkumu, ktery by tento druh zachytil, procez je tézké urcit pfesnou
oblast vyskytu. Vzhledem k potvrzenym piipadtim se bude ale nejspise jednat o predméstské zony
a prilehlé lesy vychodniho pobtezi Brazilie, kde se vyskytuje i Lutzomyia monticola, coZ je s nejvetsi

pravdépodobnosti ptenasec L. enriettii (viz. dale).

3.1.2. Popis onemocnéni
Leishmania enriettii zpusobuje kozni (Muniz, Medina, 1948) a visceralni (Seblova et al. 2015)
formu onemocnéni u morcat Cavia porcellus a kozni formu onemocnéni u kieckli Mesocricetus

auratus (Belehu et al. 1976), pficemz se u kazdého zvifete projevuje jinym zptuisobem.

Pii pouziti infekéni davky 1x10% amastigotii dochazi u morcat béhem dvou az i tydnt
po inokulaci k tvorbé ulcerujicich 1ézi, které se béhem 8-16 tydnti sami zhoji (Bryceson et al. 1970).
Po inokulaci 1x10” promastigoti ze stacionarni faze kultury do usnich boltct se 1éze mordatim
vyvinuly béhem 5-6 tydnt po infekci, velikost 1€zi dosahla az 14 x 10 mm v 9-12 tydnu po infekei,
kdy byl pokus ukoncen. Po inokulaci stejného mnozstvi leishmanii do oblasti ¢enichu se morcatim

také tvorily rychle rostouci nekrotizujici a ulcerujici 1éze (obr. 6) (Seblova et al. 2015).
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Na rozdil od infekci kie¢kl dochazi i k vyvinu metastatickych 1ézi, které vsak vétSinou neulceruji, coz
je pravdépodobné zplisobeno jejich lokalizaci v hlubsi vrstveé dermis. Béhem 8-9 tydn si zvitata

vytvori imunitu vuci L. enriettii a veskeré dalsi pokusy o jejich infekci vedou k negativnim vysledkiim
(Bryceson et al. 1970). Podle studie z roku 2015 dochazi u morcat i k visceralizaci a napadnuti sleziny

a lymfatickych uzlin s ¢etnosti 20-500 paraziti na organ (Seblova et al. 2015).

U kiecki dochazi v misté inokulace 1x107 promastigotl ze stacionarni faze kultury k vyvinu
neulcerujicich 1ézi (obr. 7), které se az do 5. tydne po infekci zvetsuji, poté dochazi k jejich
zmen$ovani a béhem 10-14 tydnt k Gplnému zhojeni (Seblova et al. 2015). Pii pokusech iniciovanych
inokulaci 2x10® amastigott velikost 1ézi koreluje s mnozstvim Zivych paraziti (Tab. 1) a dileZité je,
ze 1éze vznikaji pouze v misté inokulace a ki'eCci jsou po zhojeni 1€zi imunni vici dalsi ndkaze (Belehu

et al. 1976).

Tab. 1 — Souvislost mezi lateralni tloustkou ¢enichu s pocty parazitii v kie¢cich po intradermalni

inokulaci 2x10% amastigotti L. enriettii (Belehu et al. 1976).

Doba infekce (tyden | Pocet zviiat s Zivymi | Primérné zvétSeni Pramérny pocet

od inokulace) parazity lateralni Sirky paraziti v tkani
¢enichu (%) infikovaného ¢enichu

(x10%?

1 6/6 21,0 £2,0° 6,1 £0,5

2 6/6 450+5,3 84+1,2

3 6/6 47,0 £ 15,1 8,7+04

4 6/6 85,0+ 10,8 13,8+ 1,9

5 6/6 112,0 +22,9 253+5,5

6 6/6 79,0 £31,4 6,1 +0,5

8 3/6 5,0+ 1,0 2,9+0,9

10 1/6 0,0+0,0 2,4+0,1

12 0/6 0,0+0,0

14 0/6 0,0+0,0

2 Cela oholena cast Cenichu byla odstranéna, zhomogenizovéana a paraziti byli oddéleni filtraci skrz
jemnou nylonovou sit’ku a spocitani pomoci hemocytometru.

® Priimér =+ standartni odchylka
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Obr. 6 — Kozni symptomy na morceti nakazeném L. enriettii. Manifestace infekce na uchu a nose morcete 12 tydnii po infekci

(A). Fotografie stejného ucha zlatého kiecka 6 tydnii po infekci (B) a 12 tydnii po infekci (C).
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Obr. 7 — Neulcerujici léze na nose syrského kirecka 4 tédny po intradermalni inokulaci 2x10° amastigotii L. enriettii

do Cenichu porovnané se stejné starym kontrolnim kireckem (N) (Belehu et al. 1976).

3.1.3. Prenaseci

Za nejpravdépodobnéjsiho pfenasece je povazovana Lutzomyia monticola nalezena
ve zbytcich blahocetového pralesa, kde byla nachytana na kmenech stromd, v hnizdech vacic a
na lidského dobrovolnika. V roce 2015 bylo potvrzeno, Ze se L. enriettii vyviji v Culicoides
sonorensis, coz vede k domnénce, ze by L. enriettii mohla byt v piirod€ pfenasena tipliky, ovsem
tipliky jiného druhu, protoze areal C. sonorensis je omezen na Severni Ameriku (Seblova et al. 2015).
Autofti testovali vyvoj L. enriettii také ve flebotomech druhu Lutzomyia longipalpis a tiplicich druhu
C. nubeculosus, ovsem v L. longipalpis leishmanie jen vyjime¢n¢ kolonizovaly stomodealni valvu a
v C. nubeculosus byly vydefekovany se zbytky nestravené potravy. Pro 100% identifikaci pfirozené¢ho

prenasece musi byt provedeno dalsi laboratorni testovani i terénni vyzkumy.

3.1.4. Rezervoarova zvirata

Identita rezervoarového zvitete pro L. enriettii zUstava prozatim zadhadou. Vzhledem k tomu,
ze jedinymi zvitaty, u kterych bylo dosazeno signifikantnich vysledkil jsou doméci morcata, bylo by
logické hledat rezervoarové hostitele mezi hlodavci z podiadu Caviomorpha. OvSem pokusy
o experimentalni infekci divokych morcat Cavia aperea nebyly uspésné, stejn¢ jako pokusy o infekci

dalsich savci jako napt. makakut rhesus, krys, mysi ¢i psti (Muniz, Medina, 1948).
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3.2. Leishmania martiniquensis

Geograficky nejrozsifenéjsim a spektrem zivocicht, u kterych vyvolava onemocnéni, asi
nejpestiejSim zastupcem podrodu L. (Mundinia) je L. martiniquensis, které bude vénovana tato

podkapitola.

Na karibském ostrové Martinik byl od roku 1917 celkem tfikrat popséan ptipad lidské kutanni
leishmanidzy, ale parazit nebyl podroben ditkladngjsi studii (Boisseau-Garsaud et al. 2000) a neni tedy
jisté, zda-li se jednalo praveé o L. martiniquensis, proto nebudou v této praci brany tyto piipady
v potaz. V roce 1992 byla L. martiniquensis poprvé izolovana z HIV pozitivniho pacienta a nespravné
urcena jako niz$i jednohostitelsky trypanosomatid hmyzu, ktery jen kvtli pacientové imunodeficienci
zpusobené virem HIV vyvolal jeho onemocnéni. Tento izolat byl oznacen jako MARI (Dedet et al.
1995). V roce 1997 byl na témze ostrové nalezen dalsi pacient s 1ézi na pravém oboci, tentokrat HIV
negativni. [zoenzymovou analyzou bylo potvrzeno, Ze zodpovédny parazit je stejny jako v piedchozim
pripad¢ a byl oznacen jako MAR?2 (Boisseau-Garsaud et al. 2000). Ke spravnému fylogenetickému
zafazeni doslo o 12 let pozdé&ji, kdy byla L. martiniquensis, v té dob& nepopsana a oznacena jako
MARI, zafazena do bazaln¢ se odstépujici vétve spolecné s L. enriettii (viz. vyse) (Noyes et al. 2002).

K popsani druhu L. martiniquensis doslo az v roce 2014 (Desbois et al. 2014).

3.2.1. Oblast vyskytu

Do roku 2014 se vétilo, ze je L. martiniquensis endemitem ostrova Martinik, ale Pothirat et al.
(2014) dokazali, Ze se jedna o témét celosvetove rozsifeného parazita, kdyz potvrdili, Ze se o nakazu
druhem L. martiniquensis jedna ve skute¢nosti i v autochtonnich ptipadech koni z Floridy, Némecka a
Svycarska (Reuss et al. 2012, Miiller et al. 2009), skotu ze Svycarska (Lobsinger et al. 2010) a lidi
z Thajska (Pothirat et al. 2014), o kterych se dfive myslelo, Ze jsou zpisobené druhem ,, L. siamensis *,
jehoz biologie je popsana nize. Tim padem je tento druh geograficky nejrozsitenéjsi z podrodu

L. (Mundinia) a jednim z nejrozsitenéjsich druhti rodu Leishmania vibec.

3.2.2. Popis onemocnéni

Vzhledem k velice rozsahlému aredlu vyskytu tohoto druhu vedla pravdépodobné koevoluce
k adaptaci na riizné lokalni hostitele, a proto nalezneme L. martiniquensis jak ve formé, kdy infikuje
pouze zvifata, tak i ve form¢, kdy nakazi i clovéka (spiSe se asi jedna o nakazy nahodného charakteru,
kdy je Clovek jen vedlejsi hostitel, zoondzy). V této podkapitole budou shrnuty projevy onemocnéni

znamé ze vSech areald vyskytu.

U koni zplsobuje L. martiniquensis kutanni formu onemocnéni charakterizovanou
ulcerujicimi 1ézemi s moznym vyvinem difuzni formy. Léze jsou nejcastéji lokalizovany na hlave,
usich a hrudi (Tab. 2) (Miiller et al. 2009). U jediného zdokumentovaného ptipadu onemocnéni skotu

doslo k vyvinu difuzni kozni formy onemocnéni charakterizované velkymi ulcerujicimi viedy
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roz§ifenymi na rtiznych Castech téla (Obr. 8) (Lobsinger et al. 2010). Pfi experimentalni infekci mysi

BALB/c doslo k visceralizaci onemocnéni a nasledné identifikaci parazita v jatrech, slezing,

lymfatickych uzlinach a v mozku (Garin et al. 2001).

Tab. 2 - Anamnéza a klinicka data 9 pripadt koni s kutanni leishmaniézou (Miiller et al. 2009).

Cislo Vék | Pohlavi | Umisténi Pivod Pocet Umisténi Dodate¢né
pripadu | (roky) v dobé noduli noduli informace
nalezu
1 5 H/Ka? Bavorsko | Némecko® 5-7 Hlava Po chirurgickém
odstranéni nedoslo k
relapsu
2 3 H Poryni Island 15-20 Hlava Po chirurgickém
odstranéni nedoslo
k relapsu
3 5 H/Ka Poryni Némecko® 2 Hlava, Jeden nodul byl
chirurgicky odstranén
bok )
a nedoslo k relapsu,
ostatni se samy
zhojily
4 3 Neznamé | Neznamé | Neznamy | Neznamy | Podpazdi Zadné
5 7 H/Ka Poryni Dansko 1 Ucho Jednou doslo
k relapsu
6 6 H Poryni | Svycarsko® 1 Hlava Spontinni zhojeni
7 17 H/Ka Poryni Némecko | Mnohocetné | Hrud’ 5 let byly noduly
voskovany a mizely,
nékteré zistaly
8 6 K® Severni USA Mnohoéetné | Hlava Noduly se vyvinuly
v, béhem brezosti, relaps
Svycarsko
po porodu
9 8 H/Ka Severni Mad’arsko 1 Hlava K byl 2x v jizni
v, Francii,
Svycarsko

po chirurgickém
odstranéni nedoslo

k relapsu

?H: hiebec, K: klisna, Ka: kastrovany

®Pobyt mimo stfedni Evropu vylou¢en anamnézou.

15




Obr. 8 — Klinické projevy kutanni leishmaniozy u kravy: ulcerujici a exsudativni kozni léze na bazi ucha (a); cetné kruhovité
plakovité léze a noduly na cenichu (b) (Sipka ukazuje na léze na uchu zvetsené na obrazku (a); velké ulcerujici kozni léze na

kotnicich (c a d) a léze na vemeni (Lobsinger et al. 2010).

U lidi se projevuje onemocnéni druhem L. martiniquensis celym spektrem forem leishmanioz,
kromé kozné slizni¢ni. Kozni formu charakterizovanou jedinou 1ézi popisuje naptiklad ptipad
z Martiniku z roku 1997, kdy se u nakazeného pacienta vyskytla cca 2 cm Siroka, ulcerujici léze
na pravém oboci. Po aplikaci 1é€by doslo béhem dvou mésicii k zahojeni 1éze a k vytvoteni jizvy
v misté infekce (Boisseau-Garsaud et al. 2000). Difuzni kozni formou trpé€l zatim jediny
zdokumentovany pacient (HIV pozitivni), u kterého se neulcerujici 1éze vyskytovaly po celém téle,
vcetné rukou a hlavy (Obr. 9) (Dedet et al. 1995). Pti onemocnéni visceralni formou trpéli pacienti
typickymi ptiznaky pro toto onemocnéni, kterymi jsou naptiklad hepatosplenomegalie, krevni anémie,
zvysena teplota a bolesti bficha a hlavy (Sukmee et al. 2008, Liautaud et al. 2015). Velmi zajimavy je
ptipad HIV pozitivniho ¢lovéka, u kterého se vyvinula jak difuzni kozni forma charakterizovana
ulcerujicimi Iézemi na trupu a dolnich koncetinach (Obr. 10), tak visceralni forma. Navic byla DNA
Leishmania martiniquensis identifikovana i v jeho slinach, coz teoreticky naznacuje moznost prenosu
z ¢lovéka na ¢loveéka oralni cestou, ale tato hypotéza musi byt dikladné prostudovana, aby mohla byt

potvrzena (Chusri et al. 2012).
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Obr. 9 — (4) Mnohocetné noduldrni kutanni léze na pacientové ruce (B) Giemsou barveny rozter jedné léze s Cetnymi

amastigoty (Dedet et al. 1995).

Obr. 10 — Mnohocetné papularni a ulcerujict léze na zadech pacienta (Chusri et al. 2012).
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3.2.3. Prenaseci

Na zadné z lokalit nebyl zatim spolehlivé identifikovan vektor zodpovédny za pienos
L. martiniquensis, ovsem na Martiniku se vyskytuje pouze Lutzomyia atroclavata a dle
nepublikovanych dat Desboise také druh L. caynnensis, tudiz ptenaseCem bude s nejvetsi

pravdépodobnosti alespoii jeden z téchto druhii (Desbois et al. 2014).

V Thajsku se podle vyzkumu z roku 2013 jedna s nejvétsi pravdépodobnosti o druh
Sergentomyia (Neophlebotomus) gemmea, protoze v samicich téchto flebotomt byla nalezena DNA
L. martiniquensis (Kanjanopas et al. 2013). Navic se jedna o nejpocetnéjsi druh rodt Sergentomyia a
Phlebotomus v oblasti vyskytu onemocnéni (Tab. 3). OvSem nalez DNA jesté neni dikazem, ze dany
druh je schopen leishmanie pienést — zatim zZadny druh rodu Sergentomyia nebyl definitivn€ potvrzen
jako ptenasec leishmanii (Maia and Depaquit, 2016). Druhym nejpocetn€j$§im druhem je S. iyengari,
ktery tim padem také nemtizeme vynechat ze seznamu podezielych. Za zminku stoji urcité také nalez
Phlebotomus argentipes, ktery slouzi jako pfenase¢ L. donovani a byl odchycen v riznych oblastech
vyskytu onemocnéni v Thajsku. Jeho roli jako ptenasece L. martiniquensis vsak autofi povazuji
za malo pravdépodobnou kvili nizkému zastoupeni tohoto druhu v odchyceném vzorku (Sukra et al.
2012).

Na Floridé by mohl L. martiniquensis prenaset néktery z druhl Lutzomyia shannoni,
L. cubensis, L. vexator a L. cruciata (Reuss et al. 2012). V Evropé¢ se zatim nepodafilo objevit zddného
mozného pfenaSece onemocnéni, oviem spektrum druhti flebotomt pfitomnych v oblastech vyskytu
leishmanii je velmi omezené (v Némecku a Svycarsku se vyskytuji pouze P. mascitii a
P. perniciousus) (ECDC, 2017). Vzhledem k ptibuznosti L. martiniquensis s australskymi

leishmaniemi nelze ovSem teoreticky vyloucit ani roli tiplikti (Ceratopogonidae) v pfenosu tohoto

druhu.

Tab. 3 - Druhové slozeni 1451 odchycenych samic flebotomil ze tfech studovanych lokalit v jiznim

Thajsku béhem kvétna — cervna roku 2009 (Sukra et al. 2012).

Druh Pocet (%)
Phang-nga Suratthani Nakonsitammarat
S. gemmea 763 (93.4) 327 (74,4) 91 (46,9)
S. iyengari 31 (3,8 71 (16,1) 56 (28,9)
S. barraudi 17 (2,1 14 (3,2) 38 (19,6)
S. indica - 23 (5,2) 7 (3,6)
S. silvatica - - 1(0,5)
S. perturbans - - 1(0,5)
P. argentipes 6 (0,7) 5(L1) -
Celkem 817 440 194
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3.2.4. Rezervoarova zvirata

Na zadné lokalit¢ zatim, podobné jako v piipad¢ prenasecti, nedoslo k definitni identifikaci
rezervoarového zvitete. Na Martiniku se pravdépodobné jedna o jeden nebo vice z importovanych
druht hlodavct a na ostatnich lokalitach se mtize kromé rtiznych druh hlodavct jednat také
o dobytek, kon¢, kocky a psy (Noyes et al. 2002, Kongkaew et al. 2007, Miiller et al. 2009, Sukra et
al. 2012).

3.3. PCM?2 neboli ,,.L. siamensis*

V literatuie je o vSech ptipadech leishmaniozy z Thajska, vyjma téch, kdy byla potvrzena
L. donovani a L. infantum, hovoteno jako o ptipadech zptisobenych druhem ,, L. siamensis “, ale studie

Pothirat et al. (2014) dokazala, Ze se ve skutecnosti vzdy jednalo o L. martiniquensis.

Zatim jediny zdokumentovany piipad lidského onemocnéni, kdy skute¢né §lo o
., L. siamensis “, byla HIV pozitivni Zena trpici difuzni kozni a visceralni leishmani6zou v provincii

Trang v Thajsku. Parazit byl oznacen jako PCM2 Trang a zatazen do vétve spolecné s L. enriettii.

Zena trpéla rizné velkymi, tvrdymi, koznimi noduly po celém téle, s nejvétsim podtem
na obli¢eji, trupu a dolnich koncetinach, dale hepatomegalii a silnou anémii. Pribéh 1é¢by bohuzel

nelze popsat, nebot’ 2 tydny pred nasazenim amphotericinu B zemiela (Bualert et al. 2012).

O identit€ pfenaSecii a rezervodrovych zvifat lze jen polemizovat, nebot’ neexistuji terénni data
o nalezu tohoto kmene v krevsajicich ¢lenovcich a divokych nebo domécich savcich, ale vzhledem
k blizké genetické a ekologické podobnosti s druhem L. martiniquensis je velmi pravdépodobné, Ze se

bude jednat o stejné spektrum druhd Zivocicht.
3.4. Leishmania sp. zpiisobujici kozni leishmaniozu v Ghané

Do data vytvoreni této prace byla vydana pouze jedna studie cilena pfimo na zde popisovany
novy druh Leishmania sp. (Kwakye-Nuako et al. 2015) a nize uvedeny popis onemocnéni vychazi
prevazné z ni. Studie Kweku et al. (2011) se zaméfuje na celkovou situaci tykajici se leishmaniozy
v oblasti Volta, kde se vyskytuje i L. major a nové také L. tropica (Nzelu et al. 2014). Casto je bohuzel

nejasné, zda je v jejich studii popisovana nova Leishmania sp., Leishmania major nebo L. tropica.

3.4.1. Oblast vyskytu a historie onemocnéni

Tento druh Leishmania sp. izolovany v oblasti Volta na vychod¢ Ghany, kde zpuisobuje kozni
formu leishmanidzy se mezi taméjSimi obyvateli stal znamym jako nemoc agbamekanu. To v piekladu
znamena: ,,Dar od nékoho, kdo se vratil z cesty* a souvisi pravdépodobné s mistni virou, ze
onemocnéni k nim bylo zavle€eno s ¢astou migraci lidi ze sousediciho Toga (Kwakye-Nuako et al.

2015).
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Okres Ho, misto s nejcastéjSim vyskytem leishmanidzy v oblasti Volta, se rozklada ve vlhkych
polo-opadavych lesnich zénach kolem mésta Ho s vesnicemi roztrousenymi v okoli. Podle klinickych
priznaki bylo v této oblasti v letech 2002 a 2003 zaznamenano 8533 piipadi z celkovych 8876
v oblasti Volta (Kweku et al. 2011). Nicméné parazitologicky potvrzenych a do druhu uréenych
diagnoz je velmi malo, a tudiz nelze urcit, kolik lidi je zde ve skute¢nosti nakazeno novym druhem
Leishmania sp., nebot se ve zdejsi oblasti vyskytuje i L. major (Kweku et al. 2011) a L. tropica (Nzelu
et al. 2014).

V lednu 2006 a tnoru 2007 byla ve vesnici Taviefe, ktera lezi zhruba 10 km nad méstem Ho,
z 1ézi nakazenych lidi vyizolovana DNA Leishmania spp. Néasledna analyza genu pro SSU rRNA a
ITS1 ukéazala, Ze se jedna novy druh rodu Leishmania, ktery je nejptibuznéjsi druhu izolovanému
z Macropus rufus v Australii (viz. nize) (Villinski et al. 2008). V roce 2014 bylo navstiveno 5 z 15
vesnic, ve kterych byla v minulosti hlaSena leishmaniéza a bylo nalezeno celkem 68 lidi s podezienim
na kutanni leishmani6zu, 44 z nich vzato do studie a u 41 pak doslo k potvrzeni ptitomnosti
leishmanii. Nasledna fylogeneticka analyza zatadila tento druh do komplexu L. enriettii (Kwakye-

Nuako et al. 2015). Patii tedy do pozdéji vytvorené¢ho podrodu L. (Mundinia) (Espinosa et al. 2016).

3.4.2. Popis onemocnéni

Nejcastéji nakazenymi jsou déti mladsi 10 let (celkem 58 % ptipadt), ale 1éze zptisobené timto
druhem Leishmania sp. byly nalezeny i u kojencti a lidi starSich 50 let. Ve vSech ptipadech se jednalo
0 kozni leishmaniozu s kruhovitymi (v jednom piipadeé ovalnymi) lézemi o priméru kolem 11 mm.
Na ¢loveku se nejcastéji nachazi jedna 1éze, v neékterych ptipadech i dve az tii. Léze jsou vétSinou
(53 %) lokalizované na hlavé, coz mize znacit bud’ to, ze vektor obecné preferuje jakoukoliv odkrytou
cast t€la nebo to, Ze k sani preferuje hlavu. Nebyly zaznamenany zadné vazné komplikace béhem
onemocnéni, ale mezi Casté symptomy patii napt. zvySena teplota, drobné bolesti a komplikace
zpusobené viedy. Primérna doba samovolného zhojeni 1ézi je 3,9 tydne a po odhojeni zistava
na misté jizva (Obr. 11). Cetnost onemocnéni roste od &ervna, kulminuje v zafi a upada v listopadu,

coz pravdépodobné velmi uzce souvisi s kolisajici pocetnosti vektori (Kwakye-Nuako et al. 2015).
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Obr. 11— Vzhled 1ézi z potvrzenych pripadii lidské kozni leishmaniozy. Pripady typickych lézi ukazany na nékolika
nemocnych: (4) paze, (B-D) hlava, a (E) zada. (F) Priklad jizvy vznikajici pri hojeni léze (Kwakye-Nuako et al. 2015).
3.4.3. Prenaseci

Ve Starém svété leishmanioza standardné prenasena druhy z rodu Phlebotomus, ale vétSina
nachytanych jedinct v této oblasti patfila do rodu Sergentomyia. Konkrétné druhy S. ingrami a
S. hamoni jsou zde podezielé z pienosu, protoze pti analyze samic téchto druhii odchycenych
v lidskych obydlich byla nalezena DNA L. major a L. tropica (Nzelu et al. 2014). I kdyz (jak bylo
uvedeno jiz vySe) samotny nalez DNA v nevydefekovanych samicich neni diikazem jejich zapojeni
do prenosu daného parazita, neni vylouceno, Ze n¢ktery z druhl rodu Sergentomyia pieci jen prenasi
tento novy druh leishmanie. Identifikovany byly i 2 druhy z rodu Phlebotomus — P. rodhaini a
P. duboscqi, ale vzhledem k jejich velmi nizké pocetnosti v endemicke oblasti je jejich tiloha

v pfenosu Leishmania sp. v oblasti Volta pravdépodobné malo vyznamna (Kweku et al. 2011).
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3.4.4. Rezervodrovd zvirata
Rezervoarové zvife v Ghang¢ zatim nebylo spolehliveé identifikovano. Lze jen konstatovat, ze
vzhledem k nalezim z okolnich statti a obecnym znalostem o rodu Leishmania nelze vyloucit

hlodavce, doméci zvifata a dalsi divokou faunu (Kweku et al. 2011).

3.5. Leishmania macropodum

3.5.1. Prvni zaznam autochtonni leishmaniozy v Australii
Do roku 2004 se vétilo, ze Australie a Antarktida jsou jediné dva kontinenty, na kterych
se endemicky nevyskytuji druhy rodu Leishmania. V Australii bylo sice zaznamenano nékolik pripadi

nakazy, ale vzdy se jednalo o importované piipady.

V roce 2004 byl v australském Severnim teritoriu poprvé popsan pripad autochtonni kutanni
leishmaniézy u klokanii rudych (Marcopus rufus). Z okrajt 1ézi byly odebrany vzorky, které byly
analyzovany pomoci elektronové mikroskopie, PCR a sekvenace n€kolika genti. Vysledkem téchto
analyz bylo prokézani nového druhu Leishmania sp, (Rose et al. 2004), ktery byl v roce 2017 popsan a
podle jedinych zndmych hostiteldi pojmenovén jako L. macropodum (Barrat et al. 2017). Pfi pokusu
o infekci mysSich makrofagl in vitro bylo zjisténo, ze leishmanie jsou sice schopny infikovat
hostitelské buriky, ale pti inkubaci v 37 °C do 48 hodin hynou. Pfi 33 °C jsou schopny zstat
v bunikach Zivé po delsi casovy tsek. Autofi provedli i pokus o ndkazu mySi BALB/c in vivo.

U nakazenych mysi nebyly pozorovany zadné 1éze ani jiné ptiznaky po dobu 6 mésicti a leishmanie

nerostly v kultufe ze sleziny a lymfatickych uzlin vyizolované 8 tydni po infekci (Rose et al. 2004).

Obr. 12 — Fotografie koznich lézi a jejich piivodcii - leishmanii. (4) ulcerujict kozni léze z ocasu klokana rudého (Macropus
rufus). (B) Léze z ucha klokana rudého. (C) Amastigoti v koznich makrofazich, barveno H&E, x 1000. (D) Amastigoti meérict
1,8 — 3,3 um x 1,0 — 1,8 um byli detekovani elektronovou mikroskopii v koznich biopsiich, (E) detailni snimek amastigota. (F)
Promastigoti z koznich lézi narostli v kulture, kteri méri 20 — 30 um, maji dlouhy bicik, centralni jadro a excentricky

kinetoplast. Barveno Giemsou, x 1000. (Rose et al. 2004)
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3.5.2. Popis onemocnéni

U klokant se léze vyskytovaly hlavné na ocase, vnitinich stranach predlokti, zadnich nohach a
na usich (Obr. 12), méfily v priméru 0,5 — 2 cm a byly charakterizovany mirnym az vyraznym
prinikem do dermis. Kromé makrofagii obsahujicich mnoho amastigoti se v okrajich 1ézi vyskytovalo
mens$i mnoZzstvi plazmatickych bun¢k a lymfocytt. Ve dvou piipadech se 1éze objevily i na kloace a
v jednom pfipadé na ocich, coz naznacuje moznost vyskytu mukozni formy onemocnéni (Dougall et

al. 2009).

3.5.3. Prenaseci

Mezi lety 2006-2009 byly v oblasti kolem mésta Darwin riiznymi metodami odchytavany
rizné druhy dvouktidlého hmyzu za ucelem nalezeni prenaSece leishmaniozy v Australii. Byli
identifikovani flebotomové rodu Sergentomyia (Tab. 4) a tiplici rodu Forcipomyia (Lasiohelea).
Zatimco pii analyze rodu Sergentomyia nebyl nalezen zadny infikovany jedinec, tiplici rodu
Forcipomyia (Lasiohelea) byli oznaceni za velmi pravdépodobné vektory australského druhu
leishmanie. Jedna se o hmyz s denni aktivitou a na lokalité byli odchyceni jedinci tii druhti
Forcipomyia (Lasiohelea) peregrinator, F. (Lasiohelea) townsvillensis a dosud nepopsany druh

F. (Lasiohelea) sp.

F. (Lasiohelea) townsvillensis neni s nejvétsi pravdépodobnosti pfenasecem, nebot’ v zddném
zkoumaném jedinci nebyla pomoci real-time PCR identifikovana DNA Leishmania spp.
U Forcipomyia (Lasiohelea) peregrinator byla identifikovana DNA ve dvou pfipadech, coz odpovida
6% prevalenci a u F. (Lasiohelea) sp. byla prevalence dokonce 13% (Tab. 5). Navic pfi pitvach bylo
ve F. (Lasiohelea) spp. nalezeno i ve vydefekovanych jedincich velké mnoZzstvi promastigott,
ktefi v jednom piipadé tvofili ve stfevé masu silné€ pfipominajici PSG zatku (je zndmo, zZe
leptomonady leishmanii produkuji v thorakalni ¢asti stfeva prenaSece PSG, coz znesnadiiuje
flebotomiim sani a podporuje prenos do hostitele (Rogers et al. 2012)). To vSe podporuje hypotézu, ze
F. (Lasiohelea) sp. je vektorem pirenasSejicim Leishmania macropodum zpusobujici kozni a kozné-
slizni¢ni formu leishmanidzy v Australii. Nelze vyloucit ani zapojeni druhu F. (Lasiohelea)
peregrinator do prenosu této leishmanie (Dougall et al. 2011). Schopnost vyvoje L. macropodum a
L. enriettii v tiplicich byla nedavno potvrzena i experimentalné za pouziti severoamerického druhu

tiplika C. sonorensis (Seblova et al. 2015).

3.5.4. Rezervoarova zvirata

Zivo&ichy, u kterych byl v Australii potvrzen vyskyt leishmaniozy, jsou kromé& klokana rudého
(Macropus rufus) zminéného vyse také klokan horsky vychodni (Macropus robustus woodwardi),
klokan vrany (Macropus bernardus) a klokan hbity (Macropus agilis agilis). Tyto dalsi druhy klokant

zmifuje druhd studie zaméfena na vyzkum leishmaniozy v Australii. V roce 2009 byl v jedincich
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téchto druht, chovanych dlouhodobé v zajeti pobliz mésta Darwin také objeven druh L. macropodum,

coz bylo potvrzeno pomoci PCR genu pro mini-exony (Dougall et al. 2009).

Klokani druht M. rufus, M. robustus woodwardi a M. bernardus nejsou v endemické oblasti
okolo mésta Darwin (Severni teritorium) ptivodni a byli chovani na farmé. Klokani druhu Macropus
agilis agilis se sice v oblasti hojn€ vyskytuji, ale popisovani nakazeni jedinci byli také drZeni v zajeti.
Jednalo se o mlad4 zvirata, ktera se s leishmanidzou pravdépodobné setkala poprvé v zivoté a 1éze
se jim brzy zhojily, z ¢ehoz autofi vyvozuji, ze se nemusi jednat o rezervodrové zvite, nebot’ asi
ma vrozenou imunitu. Ve volné pfirod¢€ tedy zatim nebylo spolehlive identifikovano rezervoarove

zvite, ale je pravdépodobné, ze se jedna o néktery druh klokana (Dougall et al. 2009).

Tab. 4 - Souhrnné udaje o odchycenych a prozkoumanych Sergentomyia spp. pomoci real-time PCR

zahrnutych ve studii (Dougall et al. 2011).

Druh Samci Samice Celkem Celkem zkoumano
S. queenslandi 1752 1088 2840 1697
S. hoogstraali 47 11 58 44
S. vanella 16 2 18 13
S. standfasti 12 5 17 11
S. spp 58 57 115 53
Celkem 1885 1163 3048 1818

Tab. 5 - Souhrnné udaje o tiplicich rodu Forcipomyia (Lasiohelea) prozkoumanych pitvou a real-time

PCR (Dougall et al. 2011)

Druh PCR (% Pitvy (% pozitivnich) Celkem
pozitivnich)
F. (Lasiohelea) peregrinator 2/36 (6 %) 0/9 (0 %) 45
F. (Lasiohelea) townsvillensis 0/45 (0 %) 0/20 (0 %) 65
F. (Lasiohelea) sp. 1 3/20 (15 %) 2/16 (13 %) 36
F. (Lasiohelea) spp.? 4/56 (7 %) 2/23 (9 %) 79
Celkem 157 68 225

*Neidentifikovano do druhu
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4. Zaver

Nové vytvoreny podrod L. (Mundinia) se vétvi bazalné od ostatnich podrodii rodu Leishmania
a zahrnuje celkem 5 druhti — L. enriettii, L. martiniquensis, ,, L. siamensis “, Leishmania sp.
zpusobujici onemocnéni u ¢loveéka v Ghané a Leishmania macropodum. V ramci této skupiny jsou
si nejpiibuznéjsi ,, L. siamensis “ a Leishmania sp. izolovana v Ghang, zatimco L. martiniquensis a
L. macropodum se vétvi bazalné od ostatnich druhi a L. enriettii 1ezi mezi druhy L. macropodum a

L. siamensis “.

Dva z téchto druhti zpisobuji onemocnéni pouze u zvitat a tfi také u ¢loveka. Leishmania
enriettii vyskytujici se na vychodnim pobiezi Brazilie ptisobi koZni a visceralni formu onemocnéni
u domécich morcat. Bohuzel nebylo nikdy identifikovano rezervodrové zvite, ale vzhledem
k zachycenym nakazam se s nejvétsi pravdépodobnosti jedna o hystrikognatni hlodavce.
Za pravdépodobného prenasece je povazovana L. monticola nalezena v pralesich a méstskych ¢astech
pobliz hlasenych piipadd, uspésné experimentalni infekce zase naznacuji moznost zapojeni tiplikl
do jejiho prenosu. V literatute je L. enriettii oznaCovana za zahadny druh a neni divu, nebot’ jednotlivé
zdokumentované piipady déli leckdy i vice nez 20 let a o zivotnim cyklu tohoto druhu v piirodé

se dodnes vi opravdu malo, prestoze je véd€ znama uz vice nez 70 let.

Druh Leishmania macropodum nalezneme v Severnim teritoriu Australie a v soucasné dob¢
se jedna o jediny druh leishmanii v Australii. Zptisobuje kozni a muko6zni formu onemocnéni klokant,
kteti jsou také ziejmée jeho rezervoarem. Tento druh leishmanie je pravdépodobné prenaSem tipliky

rodu Forcipomyia.

Leishmania martiniquensis je nejrozsitenéjsi druh tohoto podrodu a zplsobuje jak kutanni,
tak visceralni formu leishmanidzy u zvitat i u lidi. Poprvé byla L. martiniquensis izolovana na ostroveé
Martinik, po kterém ma své jméno a poté byla objevena také v konich v USA, skotu a konich
ve stfedni Evropé€ a v lidech v Thajsku. Bohuzel se zatim s jistotou nepodatilo identifikovat
rezervoarova zvirata, ale na Martiniku jde s nejvétsi pravdépodobnosti o néktery z dovezenych druht

hlodavcu a v Thajsku se pravdépodobné jedna o kocky, psy, skot nebo taméjsi druhy hlodavci.

V USA a Evropé¢ také neni o rezervoarech znamo nic bliz§iho. Mezi vektory mohou patfit
ruzné druhy rodl Lutzomyia a Sergentomyia Zijici v endemickych oblastech, ale i zde je tieba provést
jesté dalsi vyzkumy, nez budeme moci pronést definitivni zavér. Na Martiniku jde pravdépodobné
o jeden nebo oba druhy L. atroclavata a L. shannoni. V Thajsku je snad pfenasena druhem
Sergentomyia gemmea a v USA nékterym z floridskych druhi rodu Lutzomyia. V Evropé zatim nebyly
publikovany zadné vysledky terénnich vyzkumut zamétenych na identifikaci pfenasece, ale vzhledem
k velmi omezenému mnozstvi druhd v endemickych oblastech je mozné do hledacku zaradit druhy

P. perniciousus a P. mascitii. Vzhledem k ptibuznosti L. martiniquensis s australskymi leishmaniemi

nelze ovSem teoreticky vyloucit ani roli tiplikd (Ceratopogonidae) v pfenosu tohoto druhu.
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O druhu ,, L. siamensis “ bylo publikovano vice praci, ale s jedinou vyjimkou §lo
ve skutecnosti vzdy o L. martiniquensis. Druh ,, L. siamensis “ zpUisobil u pacientky souc¢asné nakazené
virem HIV kozni i visceralni formu onemocnéni najednou. O identité vektort a rezervoarovych zvirat
muizeme zatim jen spekulovat, ale vzhledem k blizké pfibuznosti a piekryvajicimu se arealu vyskytu

s druhem L. martiniquensis se mize jednat o stejné spektrum zivocicha.

Patym a zatim poslednim druhem patticim do podrodu L. (Mundinia) je Leishmania sp.
objevena v Ghang, kterd na hranicich Ghany a Toga zptsobuje kutanni formu onemocnéni tamégjsich
obyvatel a je mezi nimi zndma jako nemoc agbamekanu neboli ,,Dar od nékoho, kdo se vratil z cesty*.

Bohuzel zatim nezname rezervoarova zvirata, ani vektory onemocnéni.

Porovname-li jednotlivé fylogenetické studie zahrnujici tyto druhy, zjistime, ze se vSechny
shoduji v bazalnim odvétveni podrodu Leishmania (Mundinia) od ostatnich podrodu, coz svédéi
o dlouhé evoluéni historii téchto druhti. Pfesto byla vétsina téchto druhti objevena teprve nedavno
(ghansky a australsky druh, ,, L. siamensis ). V ptipad¢€ L. enriettii je sice druh znam jiz velmi dlouho,
ale za dlouha desetileti doslo k zachyceni pouze nékolika ojedin€lych pripadd. Tato ,,skryta existence
je zfejm¢ dana tim, ze se jedna o druhy udrzované mezi divokymi zvifaty, na néz jsou dlouhou
koevoluci dobie adaptované a infekce probihaji asymptomaticky. K jejich objevu pak ziejme doslo az
po nahodné infikaci vedlejsiho ¢i ndhodného hostitele vnimavého k onemocnéni jako je morce domaci
(L. enriettii), klokani na farmach (L. macropodum), domaci zvitata (L. martiniquensis) ¢i clovek

(v ptipadg ,, L. siamensis ““ i L. martiniquensis hlavné imunodeficientni jedinci).

Unikatnim rysem podrodu je také Siroké geografické rozsiteni téchto druhti — Leishmania
macropodum je jedinou leishmanii vyskytujici se v Australii a L. martiniquensis je jedinym druhem
v centralni Evrope. Leishmania martiniquensis ma rozsahly areal vyskytu od Karibiku a Floridy ptes
Evropu az po Thajsko a je také na zaklade vSech fylogenetickych analyz nejpivodnéj$im druhem
v ramci podrodu. Pribuzné fylogeneticky odvozenéjsi druhy mohly tedy vzniknout vikariantni speciaci
po odd¢leni jejich aredlu (vznik L. macropodum napt. ¢asové odpovida odd€leni australského
kontinentu od Jizni Ameriky (Barratt et al. 2017)) ¢i sympatrickou speciaci — napf. specializaci
na nové hostitele. Nelze ovSem také vyloucit, Ze nékteré oblasti soucasného vyskytu L. martiniquensis
jsou az vysledkem druhotného zavleCeni parazita s cestovnim ruchem ¢i obchodem s dobytkem a
jinymi hospodéatskymi zvitaty (Harkins et al. 2015). Otazkou tedy zlistava, zda-li ostatni druhy tohoto
podrodu vznikly ptimo z L. martiniquensis nebo z jiného spolecného predka. V kazdém ptipadeé
dikladnéjsi poznani biologie zastupct tohoto ancestralniho podrodu L. (Mundinia) mize pomoci

objasnit fylogenezi rodu Leishmania.

V neposledni fad¢ je tieba poukazat na unikatni schopnost tohoto podrodu vyvijet se nejen
ve flebotomech, ale i v jinych druzich krevsajiciho hmyzu — L. macropodum se vyviji v tiplicich a

jejich experimentalni infekce jihoamerickym druhem L. enriettii byly také uspesné. Jelikoz taxonomie
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leishmanii (rozd¢leni do podrodti) do zna¢né miry koreluje s odlisnostmi ve zplsobu vyvoje

jednotlivych skupin v pfenasecich, je identifikace pfenaseci a detailni poznani interakci leishmanii

podrodu L. (Mundinia) s témito pfenaSeci velkou vyzvou pro dalsi vyzkum.

Dalsi terénni i laboratorni vyzkumy jsou tedy predpokladem porozuméni biologie této

unikatni, zajimavé a malo probadané skupin¢ paraziti.

Souhrnné informace zndmé o jednotlivych druzich jsou uvedeny v Tab. 6 a jejich geografické

rozlozeni je nazorn€ ukazano na Obr. 13.

Tab. 6 — Souhrnny seznam druhil patficich do podrodu L. (Mundinia) spole¢né se stru¢nou

charakteristikou jednotlivych druhd.

Druh Geograficka | Objev Rezervoarové zvire Vektor Infekénost Projev
distribuce pro onemocnéni
¢lovéka
L. enriettii vychodni 1944 jihoamerié¢ti hlodavci L. monticola? ne CL, VL
Brazilie (infrafad Tiplici?
Histricognathi)?
Martinik, CL,
L. Thajsko, krava, koc¢ka, krysa, rody DCL, VL
martiniquensis Florida, 1995 vacice, pes, kin? Lutzomyia a ano
Némecko, Sergentomyia?
Svycarsko
L. Thajsko 2009 29? rod ano DCL, VL
siamensis “ Sergentomyia?
L. sp. z Ghany Ghana 2015 777 777 ano CL
L. Severni tiplici rodu CL
macropodum teritorium 2004 klokan Forcipomyia ne
Australie
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Obr. 13 — Geografické rozsireni druhii podrodu L. (Mundinia).
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