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Abstrakt

Prvni Cast této prace je zamérfena na testovani schopnosti vybranych evropskych druhd
flebotomd podporovat vyvoj Leishmania major, L. donovani a L. martiniquensis. Celkem bylo
provedeno 15 experimentalnich infekci a analyzovano 1601 samic flebotoma. Vysledky ukazuji, Ze
Phlebotomus perniciosus a P. tobbi podporuji vyvoj L. major i L. donovani (byly pozorovany silné zralé
infekce s kolonizaci stomodealni valvy a metacyklickymi promastigoty), zatimco L. martiniquensis
neprezivala defekaci samic. Kompetenci Sergentomyia minuta k vyvoji leishmanii nebylo moziné
otestovat, protoze samice tohoto druhu nebyly ochotné sat na krmitku, prestoze bylo testovano

nékolik typl membran, krve a experimentalnich podminek.

Druhym cilem této prace byla analyza tiplikl ve dvou oblastech autochtonnich nalezl L.
martiniquensis u koni v Ceské republice. Celkem bylo analyzovano 3341 nasatych a vykladenych samic
tiplikd ze Slatifan a 119 z Usti nad Labem. Na obou lokalitdch byli nejhojné&jsi tiplici z komplexu
Culicoides obsoletus. Zadny z 97 testovanych poold nebyl pozitivni na DNA leishmanii, ale v 15 poolech
ze Slatifian byla detekovdna DNA Herpetomonas ztiplika a jeden pool z Usti n. L. obsahoval DNA
Trypanosoma sp. ze skupiny T. theileri. Pokus o izolaci L. martiniquensis pomoci xenodiagnostiky na
infikovaném koni byl nedspésny a odchyceny nasaty hmyz na tomto koni byl také negativni na DNA

leishmanii, po preléceni zfejmé Zivotaschopné leishmanie v okoli 1éze nepfreZivaly.

Klicova slova: Phlebotomus, Leishmania, Mundinia, Culicoides, Siteni areal(i, globalni oteplovani,

migrace



Abstract

The first part of this thesis is focused on testing the ability of selected European sand fly species
to support the development of Leishmania major, L. donovani and L. martiniquensis. A total of 15
experimental infections were performed and 1601 female sand flies were analysed. The results show
that Phlebotomus perniciosus and P. tobbi support development of L. major and L. donovani (mature
infections with colonization of the stomodeal valve and metacyclic promastigotes developed), while L.
martiniquensis did not survive defecation. The vector competence of Sergentomyia minuta to
Leishmania could not be tested because the females of this species refused to take blood meal on

feeders, although several types of membranes, blood and experimental conditions were tested.

Further, biting midges were studied in two areas of Czech equine autochthonous cases of L.
martiniquensis. A total of 3341 bloodfed and parous females from Slatifiany and 119 from Usti n. L.
were analysed. The most abundant were biting midges from the Culicoides obsoletus complex. None
of the 97 pools were positive for Leishmania DNA, but in 15 pools from Slatinany was detected DNA of
Herpetomonas ztiplika and one pool from Usti n. L. contained DNA of Trypanosoma sp. from T. theileri
group. The isolation of L. martiniquensis was unsuccessful, and the insects fed on the horse were
negative for Leishmania DNA. Apparently, viable parasites did not survive in near the lesion after

treatment.

Key words: Phlebotomus, Leishmania, Mundinia, Culicoides, range expansion, global warming,

migration



Seznam zkratek

AMG — abdominalni mezenteron

BEFV — virus bovinni efemérni horecky

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool

BTV — Bluetongue virus

C.- Culicoides

EP — endoperitroficky prostor

F. - Forcipomyia

HSP70 — heat shock protein 70

L. - Leishmania

LPG - lipofosfoglykan

Lu. - Lutzomyia

MALDI-TOF — matrici asistovana laserova desorpce/ionizace, Time of Flight (doba letu)
MS — hmotnostni spektrometrie

NCBI — The National Centre for Biotechnology Information
OROV — Oporouche virus

P. - Phlebotomus

PCR — polymerdazova retézova reakce

Pl - po infekci

PSG — promastigote secretory gel

gPCR — kvantitativni polymerdzova retézova reakce
S. - Sergentomyia

SBV — Schmallenberg virus

SV — stomodedlni valva

T. - Trypanosoma

TAE — Tris-Acetat-EDTA

TMG - thorakalni mezenteron
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1 Uvod a cile prace
Leishmanie jsou parazititi prvoci patfici do fadu Kinetoplastida a ¢eledi Trypanosomatidae, ktefi koluji
mezi hmyzim prenasecem a obratlov¢im hostitelem. ZpUlsobuji onemocnéni zvané leishmanioza, které

u lidi dokaze vyvolat asi 20 druhl leishmanii.

V jizni Evropé je endemicka leishmanidza plsobena hlavné druhem L. infantum a sporadicky
jsou zaznamendvané pripady zplsobené druhem L. tropica. Kvuli globalnimu oteplovani, posouvani
areall flebotomu, globalizaci, migraci lidi z endemickych oblasti a ¢astému cestovani stoupa ale riziko
introdukce dalSich druhi leishmanii do Evropy. V poslednich letech se zacinaji na jihu Evropy objevovat
autochtonni pfipady leishmanidz plsobené druhy L. major a L. donovani a predpoklada se, Ze téchto
pfipadd bude pribyvat. Mym uUkolem v této diplomové praci bylo testovani vnimavosti evropskych
druhd flebotom k L. major, L. donovani a L. martiniquensis. Byly vybrany permisivni druhy z podrodu
Larroussius — Phlebotomus perniciosus a P. tobbi a Sergentomyia minuta, které jsou zavedené v nasich
chovech. Tyto pokusy byly délané vramci evropského projektu CLIMOS, ktery je zaméfen na
monitoring flebotoml a jimi prfendsenych patogenl v souvislosti se soucasnymi klimatickymi a

enviromentalnimi zménami.

Ve stfedni Evropé bylo v poslednich letech zaznamenano uzZ nékolik autochtonnich pripadd
leishmanidz u koni a dobytka, které byly zplsobené druhem Leishmania martiniquensis a tfi pfipady u
koni byly potvrzeny i v Ceské republice. Tento druh leishmanie se Fadi do podrodu Mundinia a zatimco
u koni zplsobuje kozni formu onemocnéni, v Thajsku rostou pocty ptipadd lidské viscerdlni
leishmanidzy zplsobené L. martiniquensis. JelikoZ v nasich zemépisnych Sitkach (alespor zatim) neziji
flebotomové, je pravdépodobné, Ze do prenosu leishmanidz je zde zapojen jiny krevsajici hmyz,
predpokladanymi pfenaseci jsou tiplici. K této domnénce pfispivaji ndlezy pfirozené infikovanych samic
rodu Forcipomyia v Australii, ve kterych byly nalezeny silné zralé infekce, a experimenty
publikované nasi laboratofi, které ukazaly, Ze tiplici Culicoides soronensis podporuji vyvoj vsech
testovanych druhd leishmanii z podrodu Mundinia. Mym druhym ukolem v této diplomové préci byla
druhova determinace nachytanych tiplikd v oblastech vyskytu autochtonni leishmaniéz v Ceské

republice a jejich screening na pfitomnost DNA leishmanii.



1.1 Cile prace
1. Testovat vnimavost vybranych evropskych druhd flebotoml kL. major, L. donovani a L.

martiniquensis pomoci:

e Experimentalnich infekci laboratorné chovanych flebotom t¥i druhi: P. perniciosus, P. tobbi,
S. minuta

e Sledovanim lokalizace a intenzity infekci ve stfevech flebotom( svételnym mikroskopem
v rliznych ¢asovych intervalech

e Vyhodnocenim zastoupeni morfologickych forem leishmanii pomoci roztlakovych preparat
obarvenych Giemsou

e Vyhodnocenim intenzit infekci ve flebotomech pomoci gPCR

2. Analyzovat tipliky v oblastech vyskytu autochtonnich nalezii L. martiniquensis v Ceské republice

pomoci:

e  Odchytd hmyzu pomoci CDC svételnych pasti

e Druhového urceni tiplikQ

e Screeningu na DNA leishmanii pomoci nested PCR u nasatych a vykladenych samic, popfipadé
jiného nachytaného nasatého hmyzu

e Experimentdlnich infekci nachytanych nenasatych samic

e Analyzy krve nasatych samic pro identifikaci hostitele pomoci metody MALDI-TOF



2 Literarni prehled

2.1 Rod Leishmania

Leishmanie jsou dvouhostitelsti paraziticti prvoci, ktefi patfi do Celedi Trypanosomatidae a fadu
Kinetoplastida. Zplsobuji nemoc zvanou leishmanidza. Bylo popsano vice nez 50 druhd leishmanii
z nichZ asi 20 druh je patogennich pro ¢lovéka (Akhoundi et al., 2017; Burza et al., 2018). Leishmanie

koluji mezi obratlov¢im hostitelem a hmyzim prenasecem (shrnuto v Kamhawi, 2006).

Leishmanidza se fadi mezi zanedbdvané tropické nemoci (Neglected tropical diseases) a je
endemicka v 98 zemich po celém svété, hlavné v tropickych a subtropickych oblastech Asie, Afriky,
Stfedniho vychodu a Stfedni a Jizni Ameriky (shrnuto v Cohen a Azas, 2021; Ruiz-Postigo et al., 2021).
Roc¢né pribyde asi 1 mil novych pfipad( a vice neZ 13 500 lidi zemfe (GBD, 2017). Mezi rizikové faktory
pro ndkazu leishmaniézou se rfadi chudoba, migrace obyvatel, podvyziva, Spatnd hygiena a snizena

imunita obyvatel (WHO, 2024).

Rod Leishmania je vsoucfasné dobé rozdélen do 4 podrodl - Leishmania, Vianna,
Sauroleishmania a Mundinia (Espinosa et al., 2016). Druhy leishmanii, které zplsobuji leishmaniézu u
lidi patfi do podrodU Leishmania, Vianna a Mundinia, zastupci podrodu Sauroleishmania jsou parazité
plazll. Vétsina druh( leishmanii ma suprapylarni vyvoj — leishmanie se vyvijeji v mezenteronu, druhy
podrodu Vianna maiji peripylarni vyvoj — leishmanie kolonizuji zadni stfevo pred tim, nez migruji do

mezenteronu (Nieves a Pimenta, 2000).

Leishmanie maji ve svém Zivotnim cyklu dvé stddia — bicikaté pohyblivé promastigoty a
bezbicikaté amastigoty (Obrazek 1). Sanim infikované samice flebotoma na obratlovéim hostiteli
dochazi k injikaci metacyklickych promastigot(i do kizZe hostitele. Ti jsou endocytovani hostitelskymi
fagocytickymi burikami a usazuji se v parazitoforni vakuole, ve které se diferencuji na intracelularni
bezbicikaté amastigoty (Bates, 2007; McGwire a Satoskar, 2013). Amastigoti se mnoZi a vyvijeji ve
fagocytickych bunkach, ty poté prasknou a uvolnéni amastigoti jsou fagocytovani dalSimi makrofagy.
Amastigoti jsou trasportovani lymfatickym a cévnim systémem do rliznych tkani a orgdni hostitele, coz
poté vede k onemocnéni, které midze mit rizné formy, které popisuji nize (shrnuto v Sasidharan a

Saudagar, 2021).

Pokud vektor nasaje infikované makrofagy, transformuji se amastigoti kvuli poklesu teploty a
zvyseni pH ve stfevé vektora, na procyklické promastigoty (Lawyer et al., 1990; shrnuto v Dostalova a
Volf, 2012). Procykli¢ti promastigoti jsou prvni formy, které se ve vektorovi mnozi (shrnuto v Dostalova
a Volf, 2012). Ve strevé flebotoma je nasata krev obalena peritrofickou matrix typu I. (chitindzni obal

vyluéovany bunikami stfevniho epitelu) (shrnuto v Lehane, 1997), parazité musi z tohoto obalu



uniknout, aby mohli dokoncit vyvoj v prenaseci. Asi po 48 hodinach od nasati se procykli¢ti
promastigoti prestdvaji mnozit a diferencuji se do dlouhych nektomonad. Tyto formy unikaji
z peritrofické matrix do lumen abdominalni ¢asti mezenteronu, kde se pfichyti na epitelidlni buriky
stfeva a nedochazi tak k jejich defekaci spolecné s nestrdvenymi zbytky krve (shrnuto v Dostélova a
Volf, 2012). Nektomonady poté migruji do thorakalni ¢asti mezenteronu, kde se diferencuji na
leptomonddy. Tyto kratsi formy se zde mnoZi a do neddvna se predpokladalo, Ze produkuji PSG
(promastigote secretory gel), ktery v thorakdlnim mezenteronu tvofi gelovitou zatku, kterd ztézuje
dalsi sani flebotoma a dochdzi proto k regurgitaci stfevniho obsahu vektora do hostitele, ¢imz je
umoznén prenos leishmanii (Rogers et al., 2002; Gossage et al., 2003). Nové poznatky ale ukazuji, Zze
PSG produkuji haptomonady, které se diferencuji zleptomonad (Catta-Preta et al., 2024).
Haptomonady jsou také schopné pfichyceni na stomodealni valvé (shrnuto v Sunter a Gull, 2017).
Prichyceni spolecné s plUsobenim chitinolytickych enzym( produkovanych leishmaniemi zplsobuje
ztratu integrity stomodealni valvy, coz také usnadriuje pfenos leishmanii (Schlein et al., 1992; Volf et
al., 2004; Rogers et al., 2008). Infikované samice maji poté problém s pfijmem potravy a pokouseji se
sat vicekrat (Killick-Kendrick, 1999). Haptomonady se ale podle nejnovéjsich poznatk( mohou opét
uvolnit a pohybovat se volné ve stievé (Catta-Preta et al., 2024). Do neddavna se predpokladalo, Ze
jedinymi infekénimi formami leishmanii jsou metacykli¢ti promastigoti, ktefi vznikaji z leptomonad
(Ramalho-Ortigao et al., 2010; shrnuto v Dostdlova a Volf, 2012). Nové studie ale naznaduji, Ze i
haptomonady dokazi iniciovat infekci v obratlovéim hostiteli, a dokonce mohou byt previadajicimi
formami pfi prenosu. Také se tradovalo, Ze metacyklicti promastigoti jsou nedélici se pohyblivé formy,
ale ukazuje se, Ze rané metacykly jsou casto pripojené bi¢ikem k mezenteronu a dokazi se délit (Catta-

Preta et al., 2024).

pienale{ saje na hostiteli a Dlurlus!ip,ull i“'-“f_["_ﬂuf-'ﬂ't“"'é"i
Promastigoti semnozi ) dochizi kinjikaci promastigotis @) makrofagy nebo jingmi typy
a vyvijeji ve stievé do kiize fagocytickych bunék

o prenaseie a poté = }
anteriorné migruji , ﬁ | (._\ \
%éyé A V¥V V HOSTITEL!
1

f VYWOI V PRENASECI

omlustiguti se transformuji na
promastigoty ve stievé pienasede

Promastigoti se transformuji

na amastigoty A

- wﬁ

3 ! e'g it

= §og
28, = o°
S Amastigoti se mnoki v buiikdch

o - riiznych thini a infikuji dalsi

15 buiik A
— ~ \_’ uiiky

e Unik z parazitovanych 1.?“.‘_'
bumik o Pienalef saje na hostiteli a
dochazi k nasati infikovanych
A\ = infelni stédium makrofigi amastigoty
A = Diagnostické stadium

Obrazek 1 — Zivotni cyklus leishmanii; pfevzato a upraveno z https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html
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RGzné projevy onemocnéni zavisi na druhu parazita a imunitnim stavu infikovaného jedince
(Alvar et al., 2012). RozliSujeme 3 zakladni formy leishmanidzy — kutanni, mukokutanni a visceralni.
Kutanni leishmanidzu zplUsobuji dermotropické kmeny leishmanii z podrod( Leishmania (L. major, L.
tropica, L. infantum, L. aethiopica, L. mexicana, L. amazonensis), Vianna (L. braziliensis, L. guyanensis,
L. panamensis) a Mundinia (L. chancei, L. orientalis, L. martiniquensis) (Dedet et al., 1995; shrnuto v
Akilov et al., 2007; shrnuto v Reithinger et al., 2007; Kwakye-Nuako et al., 2015; Jariyapan et al., 2018).
Vétsinou je to nejméné zavaina forma onemocnéni. Projevuje se koznimi lézemi a viedy na
exponovanych castech téla, které se vétsinou zhoji, ale ¢asto po nich zlstavaji doZivotni jizvy, cozZ
s sebou nese psychosocialni disledky (Bennis et al., 2017). Kozni leishmanidéza muze byt lokalizovana,
to znamen3, Ze léze je pouze v misté sani flebotoma, nebo difuzni, kdy se léze Sifi na dalsi mista (Alvar

et al., 2012).

Mukokutanni leishmanidza je zavaznéjsi forma. Dochazi zde k infiltraci amastigotd do vrstev
sliznice a dochazi k tvorbé destruktivnich Iézi v oblasti nosu, Ust nebo i hrdla, které mohou byt
doprovazené sekundarnimi infekcemi. Mukokutanni leishmaniézu zpUsobuji druhy leishmanii
vyskytujici se hlavné ve Stfedni a Jizni Americe (L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis) a je €asto

spojena s vysokou morbiditou (Pace, 2014; Handler et al., 2015).

Visceralni leishmanidza je nejzdvaznéjsi forma onemocnéni a neléCend muze kondit fatalné
(shrnuto v Kevric et al., 2015; shrnuto v Duthie et al., 2018). Tuto formu onemocnéni zpisobuji hlavné
viscerotropické kmeny L. infantum (ve Stfedni a Jizni Americe je to poddruh L. i. chagasi) a L. donovani.
V jihovychodni Asii je hlavnim plvodcem visceralni leishmanidzy L. martiniquensis (Srivarasat et al.,
2022). Na Stfednim vychodé byla zaznamenana visceralni leishmanidza zplsobend druhem L. tropica
(Mebrahtu et al., 1989; Schnur, 1989; Oren et al., 1991). Parazité se pfi této formé leishmanidzy
dostavaji do krve a endoretikularniho systému, dochazi k jejich mnozZeni v makrofazich v jatrech,

sleziné a kostni dfeni. Bez Iécby mUze byt i tato forma leishmanidzy fatalni (McGwire a Satoskar, 2013).

Po vylééeni visceralni leishmanidzy zplisobené druhem L. donovani se mlze objevit post-kala-
azar dermalni leishmanidza. Parazité zUstavaji v klizi a mohou byt krevsajicimi vektory prenaseni na
dalsi hostitele (Pace, 2014). Projevuje se makularnimi, papularnimi a nodularnimi lézemi na obliceji,

ramenou, trupu a dalsich ¢astech téla (WHO, 2024).

Cyklus leishmanidzy je bud antroponoticky, zde je jedinym rezervodrovym hostitelem ¢lovék,
nebo zoonoticky, kdy jako rezervoarovi hostitelé slouZi rlizné jiné druhy savcl. Ti mohou, ale nemusi
vykazovat symptomy onemocnéni. Rezervoarovymi hostiteli leishmanii jsou nej¢astéji hlodavci, psi,
vacnatci, opice, lenochodi nebo damani (Faye et al., 2012; Burza et al., 2018; shrnuto v Sasidharan a

Saudagar, 2021). Témér viechny druhy leishmanii, které jsou patogenni pro ¢lovéka, jsou asociovany
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se zoonotickym cyklem (Bates, 2007; Bruschi a Gradoni, 2018). U L. donovani se predpokladalo, Ze ma
antroponoticky cyklus, ale mnohé studie naznacuji, Zze alespon v nékterych ¢astech aredlu rozsiteni
nejspis také v jejim Zivotnim cyklu hraji roli zviteci rezervodarovi hostitelé (Kassahun et al., 2015; Alam

et al., 2018; Konno et al., 2022).

2.2 Podrod Mundinia
Podrod Mundinia byl popsan v roce 2016 (Espinosa et al., 2016), do té doby byli jeho zastupci znami

jako Leishmania enriettii komplex. V soucasnosti se do néj radi Sest druhl leishmanii. Leishmania
orientalis, L. martiniquensis a L. chancei jsou druhy patogenni pro ¢lovéka, zatimco L. enriettii, L.
macropodum a L. procaviensis jsou zfejmé patogenni pouze pro zvifata (Espinosa et al., 2016; shrnuto
v Paranaiba et al., 2017; Kwakye-Nuaoko et al., 2023). Podrod Mundinia lezi na bazi fylogenetického
stromu rodu Leishmania a predstavuje tak nejstarsi skupinu leishmanii. Pravdépodobné se tento
podrod vyvinul jesté pred rozpadem Gondwany, vysvétlovalo by to jeho celosvétové rozsireni (Obrazek
2), riznorodost savcich hostitell a potencidlni mozZnost jejich prfenosu jinym hmyzem, nez flebotomy
(Seblova et al., 2015b; Barratt et al., 2017; Butenko et al., 2019; Chanmol et al., 2019; Becvar et al.,
2021).

)@
B

@ L (Mundinia) enriettii (@)

@ L (Mundinia) chancei . h o
L. (Mundinia) procaviensis ’ ‘ -

. L. (Mundinia) orientalis

O L (Mundinia) macropodum
L. (Mundinia) martiniquensis

Created in BioRender.com bio

Obrazek 2 — Geografické rozsiteni druht z podrodu Mundinia; pfevzato a upraveno ze Sadlova et al., 2022



Dosud neni prokdzany Zadny rezervodrovy hostitel ani potvrzeny vektor zadného druhu
z podrodu Mundinia. Nedavna studie ukazuje vnimavost krecikd cinskych a pestrusek pisec¢nych
k témto druhlm leishmanii (Becvar et al., 2024), coz umozniuje jejich dalsi laboratorni vyzkum a
zaroven naznacuje, Ze jako rezervodrovi hostitelé by mohly slouZit nékteré druhy hlodavcd.
Pfedpokladdalo se, Ze jsou tyto leishmanie pfendseny flebotomy stejné jako ostatni podrody rodu
Leishmania. Ukazuje se ale, Ze by v pfenosu mohli hrat roli tiplici, coz by také mohlo vysvétlovat vyskyt
téchto leishmanii v chladnéjsich oblastech (Barratt et al., 2017). Experimentalni vysledky ukazuji, Ze
vSech pét druh( leishmanii z podrodu Mundinia se vyviji 1épe v tiplicich Culicoides soronensis nez ve
flebotomech a tfi druhy leishmanii byly dokonce preneseny sanim infikovanych tiplik na savciho

hostitele (Seblova et al., 2015b; Chanmol et al., 2019; Be¢var et al., 2021).

Prvnim popsanym druhem z podrodu Mundinia byl druh Leishmania enriettii, vyizolovany
z domacich morcat v Brazilii (Muniz a Medina, 1948). Zatim nebyl zaznamenany zadny lidsky ptipad
zpUsobeny timto druhem leishmanie. Dalsi pfipady byly popsany jen u morcat (Luz et al., 1967,
Machado et al., 1994), u kterych L. enriettii zplsobuje nejc¢astéji kozni formu onemocnéni (Machado
et al., 1994; Seblova et al., 2015b). JelikoZ popisované pfipady onemocnéni domécich moréat jsou
velmi vzacné a experimenty s divokymi morcaty Cavia aperea byly nedspésné, uvazuje se, ze jsou
morcata pouze ndhodnymi hostiteli a rezervoarové hostitele musime hledat jinde (Muniz a Medina,
1948; Becvar et al., 2020). Byly provedeny experimentalni infekce s kifecky Mesocricetus auratus, kdy
dochézelo k vyvoji docasnych lézi v misté inokulace (Belehu a Turk, 1976; Seblova et al., 2015b). Pfi
experimentech s kfeciky ¢inskymi byla zvifata infekéni pro flebotomy do 15. tydne po infekci a DNA L.
enriettii byla nalezena vinokulovaném uchu jednoho zvifete a ve spddové lymfatické uzliné
inokulovaného ucha druhého zvifete. Ndkaza probihala asymptomaticky. Naopak pfi pokusech
s pestruskami pise¢nymi se u zvirat, kterd byla pouzita pro xenodiagnostiku, objevily kozni léze.
Leishmanie v pestruskach preZily az do 20. tydne a u vSech testovanych zvitat byla DNA L. enriettii
detekovana v inokulovanych usich, u nékterych zvirat také v lymfatickych uzlinach, prednich i zadnich
packdach, ocasu a sleziné (Becvar et al., 2024). Experimenty s divokymi morcaty Cavia aperea, makaky
a psy byly neuspésné (Muniz a Medina, 1948). Stejné jako rezervodrovi hostitelé jsou i prenaseci
neznami. Nejprve se uvazovalo o Lutzomyia monticola, ktera byla nalezena v blizkosti vyskytu jednoho
z pfipadd. Pokusy o experimentalni prenos ale byly nelspésné (Luz et al., 1967; Machado et al., 1994;
Lainson, 1997). Jak uz bylo feceno vyse, ve studiich s tipliky Culicoides soronensis byl pozorovan
pomérné Uspésny vyvoj L. enriettii. Dochazelo u nich k tvorbé pozdnich infekci a kolonizaci stomodealni
valvy. Pfi stejnych pokusech s Lu. longipalpis k takovému vyvoji infekci nedochazelo. Tyto poznatky
naznacuji, Ze by tito paraziti mohli byt prenaseni spise mistnimi tipliky (Seblova et al., 2015b; Be¢var et

al., 2021).



Leishmania macropodum je jedinym druhem leishmanii vyskytujicim se v Australii a je
patogenni u klokanU (Rose et al., 2004), zplsobuje u nich kozni leishmanidzu. Léze byly objeveny na
ocase, usich a koncetindch, ale i na kloace a v oblasti o¢i a mohou byt charakterizovdny vyraznym
pranikem do dermis. Zda klokani slouZi jako rezervoarovi hostitelé neni zcela jasné, protoze vSechna
nakaZend zvirata byla chovand v zajeti a jen jeden druh klokana, u kterého byly leishmanie detekovany,
se prirozené vyskytuje v endemickych oblastech leishmanidéz (Dougal et al., 2009). U lidi nebyly
v Austrdlii zaznamenany Zadné pripady kozni leishmaniézy (Panahi et al., 2023). Pfi pokusech
s pestruskami piseénymi dochdazelo k asymtomatickym infekcim a parazité v nich prezivali do 20. tydne
po infekci. DNA L. macropodum byla poté nalezena v inokulovanych usich a v jednom pripadé i v ocase
(Becvar et al., 2024). U tohoto druhu je uz témér jisté, ze je prenasen tipliky. Pfi terénnim vyzkumu
byly vsSichni odchyceni flebotomové negativni na DNA leishmanii. Naopak az 15 % tiplik( rodu
Forcipomyia bylo pozitivnich. PFi pitvach stfev téchto tiplik( byly objeveny silné zralé infekce, vyskyt

metacyklickych promastigotli a kolonizace stomodealni valvy (Dougal et al., 2011).

Dalsim druhem je Leishmania martiniquensis. Tento druh byl poprvé popsan u HIV pacienta na
karibském Martiniku, u kterého zplsoboval difuzni koZzni leishmaniézu (Dedet et al., 1995). V soucasné
dobé se zda, Ze ma L. martiniquensis celosvétové rozsiteni (Muller et al., 2009; Lobsiger et al., 2010;
Reuss et al., 2012; Pothirat et al., 2014). V Thajsku zpUsobuje u lidi visceralni a diseminovanou formu
kozni leishmanidzy (Pothirat et al., 2014; Intakhan et al., 2020; Srivarasat et al., 2022). DalSimi hostiteli,
pro které je tento druh patogenni, jsou koné a kravy, zpUsobuje u nich koZni formu onemocnéni.
K autochtonnim nakazam skotu do3lo ve Svycarsku. Ndkazy u koni byly hldgeny z Floridy, Némecka,
Svycarska, Rakouska (Miiller et al. 2009; Lobsiger et al. 2010; Reuss et al. 2012; Menezes et al., 2019;
vyskyt v Rakousku zatim nepublikovan) a t¥i infikovani koné byly zaznamenanii v Ceské republice (Jahn,
Modry, Votypka, zatim nepublikovano). Nové byl zaznamenan i prvni ptipad L. martiniquensis v Jizni
Americe v Brazilii (Mendes Junior et al., 2023). Rezervoarovi hostitelé tohoto druhu leishmanie jsou
neznami. DNA L. martiniquensis byla v Thajsku detekovana v krysach (Chusri et al., 2014). Pti pokusech
s kreciky Cinskymi byla zvifata infekéni pro vektory do 20. tydne po infekci. DNA L. martiniquensis byla
pak nalezena hlavné v inokulovanych usich, ale i v lymfatickych uzlinach a zadnich packach. Nakazy
probihaly asymptomaticky. Naopak u pestrusek pisecnych, které byly pouzity na xenodiagnostiku, se
objevily koZni Iéze, jedno zvife ztracelo vahu a jedno zemrelo. Tyto symptomy vykazovaly pestrusky
infikované thajskym kmenem L. martiniquensis Cu2, ostatni pouzité kmeny v této studii zplsobovaly
asymptomatické nakazy. Pestrusky byly infekéni pro flebotomy aZ do 20. tydne po infekci a DNA L.
martiniquensis byla poté detekovana témér ve vSech testovanych tkanich (Becvar et al., 2024).
Pfenaseli jsou také neznami. DNA L. martiniquensis byla nalezena jak ve flebotomech rodu

Sergentomyia (Kanjanopas et al., 2013; Chusri et al. 2014), tak u nékolika druh( tiplikG — Culicoides



peregrinus, C. oxystoma, C. mahasarakhamense, C. huffi, C. fordae a C. fulvus (Songumpai et al., 2022;
Sunantaraporn et al., 2022). Kaewmee et al. (2023) pfedpokladaji, Ze by potencidlnim vektorem L.
martiniquensis v Thajsku mohl byt Culicoides peregrinus. Ve Ctyfech vydefekovanych samicich byli
nalezeni promastigoti tohoto druhu leishmanie v prednim stfevé, coZ naznacuje, Ze se zde zacala
vytvaret infekce (Kaewmee et al., 2023). Roli v pfenosu budou tedy spiSe hrat tiplici nez flebotomové.
Svédci tomu, jak lokality vyskytu autochtonnich ptipadl (nékdy bez vyskytu flebotoma), tak i pokusy

délané s tipliky C. soronensis, které prokazaly laboratorni prenos (Becvar et al., 2021).

Druhym patogennim druhem pro ¢lovéka je Leishmania orientalis. Dfive byl tento druh ¢asto
zaménovan s L. martiniquensis (Pothirat et al., 2014). V Thajsku zpUsobuje stejné jako L. martiniquensis
kozni i visceralni formu leishmanidzy (Bualert et al., 2012; Supsrisunjai et al., 2017; Jariyapan et al.,
2018; Anugulruengkitt et al., 2023). Tento druh byl zatim izolovan pouze z ¢lovéka, takZe rezervodrovi
hostitelé jsou stejné jako u ostatnich druht leishmanii z podrodu Mundinia neznami. Pokusy s kreciky
¢inskymi stejné jako v predchozich pfipadech ukdzaly asymptomatické nakazy, kdy byla zvitata infekéni
pro flebotomy do 20. tydne po infekci a DNA L. orientalis byla detekovana hlavné v inokulovanych
usich, u jednoho zvifete i ve spadové lymfatické uzliné inokulovaného ucha. Pti pokusech s pestruskami
piscecnymi Ctyfi zvifata zemrela. U jednoho zvifete doslo ke ztraté chlupl a Ubytku na vaze. Leishmanie
v pestruskach prezivaly aZ do 20. tyden po infekci. DNA L. orientalis byla poté detekovana ze 75 %
pestrusek v témér viech testovanych tkanich (Becvar et al., 2024). Pfenaseci L. orientalis také nejsou
znami. DNA byla nalezena ve flebotomech rodu Sergentomyia (Kanjanopas et al., 2013;
Siripattanapipong et al., 2018) a v jiznim Thajsku v tiplicich C. peregrinus a C. oxystoma (Songumpai et
al., 2022; Sunantaraporn et al., 2022). Vyvoj leishmanii a pfenos na hostitele byl jako v pfedchozim
pripadé prokazan pokusy s tipliky C. sorononsis (Chanmol et al., 2019; Becvafr et al., 2021). Pfi téchto
pokusech tvofila L. orientalis zralé infekce i u Phlebotomus argentipes. Dochdzelo i ke kolonizaci
stomodealni valvy a pfitomnosti metacyklickych stadii, ale prenos na hostitele byl nedspésny (Becvar

et al., 2021).

DalSim zastupcem podrodu Mundinia je Leishmania chancei, kterd je zodpovédnad za lidské
kozni leishmanidézy v Ghané (Kwakye-Nuako et al., 2015). Stejné jako u ostatnich druhd jsou
rezervoarovi hostitelé nezndmi. Pfi experimentech s hlodavci, ktefi se vyskytuji v endemickych
oblastech, prezily leishmanie v Mastomys natalensis 20 tydn(, rozsitily do rlznych tkani, ale nebyly
schopny nakazit prenasece (Sadlova et al., 2020). Pfi pokusech s kieciky ¢inskymi prezily leishmanie
také do 20. tydne a DNA L. chancei byla detekovana pouze v inokulovanych usich. Stejné jako
v predchozich pfipadech probihaly ndkazy asymptomaticky. Naopak u pestrusek pisecnych dochazelo
ke koZnim lézim, ztraté chlup( a jedno zvife dokonce zemfielo. Pestrusky byly pro vektory infekéni az

do 20. tydne. Parazité diseminovali po celém téle a DNA L. chancei byla poté detekovana témér ve
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vSech testovanych tkanich (Becvar et al., 2024). Pfenaseci také nejsou znami. Experimenty s tipliky C.
soronensis ale ukazaly, Ze se v nich tento druh dobte vyviji a doslo i k UspéSnému pfenosu na hostitele

(Becvar et al., 2021).

Nejnovéji popsanym druhem je Leishmania procaviensis. Tento druh byl vyizolovany z damand
v Namibii. Zatim nebyl zaznamenan zadny lidsky ptipad zplsobeny timto druhem leishmanie, a tak se

predpoklada, Ze neni patogenni pro ¢lovéka (Kwakye-Nuako et al., 2023).

2.3 Pfenaseci leishmanii
Dominantnimi pfenaseci leishmanii jsou flebotomové, i kdyz v poslednich letech se diskutuje, Ze by do

prenosu mohli byt zapojeni tiplici, jak uz bylo naznaceno v predchozi kapitole.

Srozvojem molekularnich metod byla DNA leishmanii nalezena v ridznych krevsajicich
bezobratlych. Aby ale mohl byt vektor povaZovan za potvrzeného prenasece leishmanidzy, musi

splfiovat nékolik kritérii (shrnuto Killick-Kendrick, 1990):

e PfenasSec musi sat na lidech

e U zoonotické formy leishmanidzy musi sat i na rezervodrovém hostiteli

e PfenaSeC musi byt v pfirodé infikovan stejnym druhem leishmanie, ktery se vyskytuje u lidi
e PfenasSe¢ musi podporovat Uplny vyvoj parazita ve svém strevé

e Prenase¢ musi byt schopen pfenést parazita pfi sdni na hostiteli

2.3.1 Flebotomové

Flebotomové jsou malé krevsajici musky, které Ziji v tropickych a subtropickych oblastech. Radi se do
fadu Diptera, podfadu Nematocera, Celedi Psychodidae a podceledi Phlebotominae (shrnuto v
Akhoundi et al., 2016). Momentalné je na svété popsano okolo 1000 druh(, z nichZ asi 100 druhi
dokaze prenaset leishmanie (shrnuto v Maroli et al., 2013; shrnuto v Ready et al., 2013). Ve Starém
svété Ziji rody Phlebotomus, Sergentomyia, Chinius, Idiophlebotomus a Australophlebotomus a

v Novém svété Lutzomyia, Brumptomyia, Hertigia a Warileya (Killick-Kendrick, 1999; Depaquit a Léger,

2017).

Zivotni cyklus flebotom@ zahrnuje 4 hlavni stadia — vajicka, larvy, kukly a dospélce.
Flebotomové Zijici v tropickych oblastech dokazi sv(j Zivotni cyklus dokondit v prabéhu celého roku,
v subtropickych oblastech a na jihu mirného pasma pouze v teplejSich mésicich. Samice flebotoma
naklade v priméru 30-70 vajicek na krytd mista s dostatecnou vlhkosti a organickym materidlem
(naptiklad diry v zemi, zvifeci nory, podklad z listd) (Killick-Kendrick, 2001; Service, 2012). Po 4-20

dnech se vajicka lihnou, tato doba mUze zaviset na pocasi, v chladnéjsim pocasi se tato doba muizZe
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prodlouZit nebo mohou vajicka prejit do diapauzy (Service, 2012; Lawyer et al., 2017). Larvalni instary
jsou 4 a jejich vyvoj trvd 20-30 dni. Tato doba zavisi na druhu flebotoma, okolni teploté nebo
potravnich zdrojich (Volf a Volfova, 2011) a miZe trvat i nékolik mésicl, pokud prejdou do diapauzy
kvlli zimé (Killick-Kendrick, 2001; Service, 2012). Larvy flebotomu jsou terestrické a Zivi se organickou
hmotou (Killick-Kendrick, 1999). Poté se larvy zakuklia po 6-13 dnech se z nich stanou dospélci (Service,
2012). Obvykle se nejprve lihnou samci, ktefi ve volné pfirodeé Ziji asi tyden, samice Ziji déle a projdou
vice nez jednim gonotrofickym cyklem (Rutledge a Gupta, 2002). Obé pohlavi se Zivi rostlinnymi cukry,
ke kladeni vajec navic samicky potiebuji nasat krve. Kladeni vaji¢ek poté nasleduje po 5-8 dnech (Lane,

1993). Nékteré druhy mohou byt i autogenni a samicky tak dokazi produkovat minimalné jednu snsku

vajicek bez nasati krve (el-kammah, 1973).

Flebotomové jsou thelmofagové, pouzivaji své mandibuly jako nlzky, kterymi narusi kdzi a
cévy a saji vytékajici krev (Lane, 1993). Mnoho druh( flebotomu je exofagnich, ale u nékterych druht
je zndmo, Ze jsou endofagni a endofilni a radi saji v lidskych a zvifecich pfibytcich. Nejaktivné;jsi jsou
hlavné v noci a za soumraku. Pfes den odpocivaji na chladnych a vlhkych mistech (Killick-Kendrick,

1999).

Flebotomové jsou rozdéleni podle schopnosti prenaset rlizné druhy leishmanii na specifické a
permisivni druhy. Specifické druhy flebotomu dokazZzou prenaset pouze jeden druh leishmanie. Priklady
specifickych prenasecl L.major jsou P. papatasi (Pimenta et al., 1994) a P. duboscqi (Svarovska et al.,
2010)., specifickym prenasecem L. tropica je P. sergenti (Kamhawi et al., 2000). Ve specifickych
vektorech vyuZivaji leishmanie pro své prichyceni k epitelu mezenteronu povrchovy lipofosfoglykan
(LPG), ktery je druhoveé specificky a vaze se na galektin na povrchu mikroklk( stfevnich bunék (shrnuto
v Kamhawi, 2006). VétsSina druht flebotomu se ale fadi mezi permisivni pfenasece, tzn., Ze podporuji
vyvoj vice druh( leishmanii. Patfi mezi né napftiklad Lutzomyia longipalpis, P. arabicus, P. argentipes
nebo P. perniciosus (shrnuto v Dostdlova a Volf, 2012). Mechanismus pfichyceni leishmanii ve strevé
permisivniho prenasece zatim neni zcela jasny, ale zda se, Ze narozdil od specifickych prenasecq, je na
LPG nezavisly (Volf a Myskovd, 2007). Predpoklada se, Ze dllezitou roli pfi vazbé leishmanii ve stfevé
vektora by mohly hrat O-glykosylované proteiny. Ty tvofi mukdzni vrstvu na mikrovilarnim epitelu
stfeva flebotoma a vazou se k povrchu promastigotl, pravdépodobné diky lektinovym receptoriim

leishmanii (Myskova et al., 2007; Myskova et al., 2016).

| kdyZ jsou flebotomové znami hlavné jako prenaseci leishmanii, prendaseji i jiné patogeny.
Napriklad ve Stfedni a lJizni Americe prenaseji bakterie Bartonella bacilliformis, které zpUsobuji
hore¢natda onemocnéni (shrnuto v Minnick et al., 2014; Pons et al.,, 2016). Dale jsou flebotomové

odpovédni za prenos nékterych arbovir(i, konkrétné se jedna o rod Phlebovirus (fad Bunyavirales, ¢eled
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Phenuiviridae). Phleboviry jsou obalené (-)ss RNA viry (shrnuto v Alkan et al., 2013; shrnuto v Moriconi
et al.,, 2017). Vétsinou zpUsobuji nekomplikované az stfedné tézké horecky — sand fly fever, pappataci
fever. Toscana virus ma vyrazny tropismus k centralnimu a perifernimu nervovému systému a
zpUsobuje neuroinvazivni stavy, jako je meningitida a encefalitida (Peyrefitte et al., 2005; shrnuto v

Alkan et al., 2013; Howell et al., 2015; shrnuto v Moriconi et al., 2017).

2.3.2 Tiplici
Tiplici se stejné jako flebotomové fadi do fadu Diptera. Patfi do ¢eledi Ceratopogonidae a vétSina druht
je entomofagni nebo se Zivi nektarem. Jen Ctyfi rody tiplikd jsou hematofagni — Leptoconops,

Austroconops, Forcipomyia a Culicoides (Borkent, 2005).

Tiplici jsou 1-3 mm velké musky a vyskytuji se témér ve vsech podnebnych pasech po celém
svété (Orszagh, 1980) kromé Nového Zélandu, Patagonie, Havajskych ostrovll a Antarktidy (Mellor,

2000).

Stejné jako u flebotom{ zahrnuje jejich Zivotni cyklus 4 stadia — vajicka, larvy, kukly a dospélce.
Samicky kladou desitky aZ stovky vajicek na vihka mista s organickym materidlem, naptiklad na brehy
vodnich ploch, na zaplavovand mista, do tlejici vegetace nebo do hnoje uvnitf stdji (Orszagh, 1980). Po
nékolika dnech se z vajicek lihnou larvy, které se Zivi timto organickym materidlem. Larvalni instary
jsou 4. V oblastech, kde jsou tiplici aktivni celoroéné, trva larvaini vyvoj zhruba dva mésice. U tiplikd
vyskytujicich se v arktickych oblastech muiZe trvat az nékolik let. U tiplikd vyskytujicich se v mirném
pasu slouZi larvalni stadium k prezimovani. Poté dochazi ke kukleni, které se déje bud pod vodni
hladinou nebo ve vlhkém substratu. Po 3-10 dnech se z kukly lihne dospélec, ktery Zije asi mésic

(Service, 2001).

Po vylihnuti dospélct dochazi k jejich pareni. Samci tvofi roje, diky kterym je samice snaze
najdou. Obvykle dojde jen k jedné kopulaci a ve spermatéce samice zUstavaji spermie pro oplodnéni
nékolik snisek vajec. Stejné jako u flebotom{, potfebuji samicky pro vyvoj vajicek krev. Mezi hostitele
tiplikl se rfadi savci, ptaci, plazi, obojzivelnici i bezobratli, ale vétsSina druh tiplikl preferuje savce nebo
ptaky (Martinez-de la Puente et al., 2015). Nékolik malo druh tiplik(l je schopno autogenie (Borkent,
2005). Nékteré druhy tiplik( dokazi za svij Zivot dokoncit jen jeden gonotroficky cyklus, ale napfiklad
druhy jako Culicoides obsoletus nebo C. punctatus, které jsou v Ceské republice bé7né, dokazi

gonotroficky cyklus dokondit az tfikrat (Orszagh, 1980).

Na celém svété bylo popsano okolo 1350 druh tiplikG (Borkent a Dominiak, 2020). V Evropé
se vyskytuje okolo 120 druh tiplikél (Szadziewski et al., 2013) a z Ceské republiky je hlaSenych 52 druhd

(Téthova a Knoz, 2009; Radrova et al., 2016). Z rodu Culicoides se u nas vyskytuiji tiplici Sesti podrodu -

12



Avaratia, Beltranmyia, Culicoides, Monoculicoides, Oecata a Pontoculicoides (Téthova a Knoz, 2009).
Nejhojnéjsimi druhy jsou u nas tiplici z komplexu C. obsoletus. Tento druhovy komplex je rovnéz
nejhojné&jsi i ve stfedni a severni Evropé. Radi se do n&j 4 druhy — C. obsoletus, C. scoticus, C. dewulfi a
C. chiopterus (Goffredo a Meiswinkel, 2004; Savini et al., 2005). Tyto druhy tiplikd jsou spiSe
mamaliofilni a vyskytuji se v okoli hospodafskych zvifat nebo sparkaté lesni zvére. DalSimi hojnymi

druhy na nasem uUzemi jsou C. pulicaris, C. punctatus nebo C. pallidicornis (Radrova et al., 2016).

Tiplici jsou vyznamni trapici hospodarskych zvifat a ¢lovéka. Bodnuti tiplikem se vyznacuje
ostrou bolesti a lokalnim zéervenanim, svédéni pak mize pretrvavat nékolik tydnd (Weinburgh a Pratt,
1962). Nejnachylnéjsi k pobodani tipliky jsou koné. MUze u nich dochdzet k dermatitidé zvané ,sweet
itch“ nebo ,,Queensland itch”. Projevuje se rudymi pupeny na klZi a zvySenou citlivosti (Foil a Foil,

1988).

Tiplici jsou také duleZiti prenaseci nejriznéjsich patogenl jako jsou viry, protozoa nebo
helminti. Asi nejznamé;jsim patogenem prenasenym tipliky je Bluetongue virus (BTV), ktery zpUsobuje
kataralni horecku ovci a dalSich kopytnik(. Jedna se o horecnaté onemocnéni, pfi kterém dochazi k
prekrveni Ustni dutiny a otoku sliznic, nadmérnému slinéni a nasalnimu vytoku, pozdéji mize dojit i
k nekréze epitelu nosu a ust. MUzZe dochazet i k zanétdim v oblasti paznehtl a bolestivosti nohou a
v ojedinélych ptripadech dochazi k cyandze jazyka (Mellor, 2001a; Darpel et al., 2007). Virus prenasi
mnoho druhd tiplikd, v Evropé hlavné C. imicola, v severnéjsich oblastech tiplici z C. obsoletus
komplexu, C. pulicaris, C. punctatus, C. newsteadi, C. paolae a C. circumscriptus (shrnuto v Purse et al.,
2015; Foxi et al., 2016; Foxi et al., 2019). V subsaharské Africe prenaseji tiplici africky mor koni, coz je
virové onemocnéni a umrtnost se pohybuje kolem 90 % (shrnuto v Mellor et al., 2000). Postihuje
obéhovou a dychaci soustavu a zpUsobuje rozsahlé vnitrni krvaceni (Howell, 1960). NejdulezitéjSim
vektorem je C. imicola (de Waal et al., 2016). Virus bovinni efemérni horecky (BEFV) vyvoldva u
hovéziho dobytka vazné priznaky jako je horecka, rozedma plic, bronchiolitida, ochablost a anorexie
(Burgess a Spradbrow, 1977). Dalsim patogenem je Schmallenbersky virur (SBV). U prezvykavcl
zpUsobuje horecku, prdjem a snizenou produkci mléka, mizZe mit ale také teratogenni uUcinek a
zplsobovat potraty, predcasné porody Ci narozeni deformovanych mladat (shrnuto ve Wernike et al.,
2015). Viry prendasené tipliky jsou nejéastéji zoondzy, pouze Oporouche virus (OROV) je patogenni jen
pro ¢lovéka. Zplsobuje horecky, bolesti hlavy, svalli a kloubU, nevolnost, zvraceni, prijem, anorexie Ci

fotofobie (Pinheiro et al., 1982; Mellor, 2001b).

Z protozoarnich infekci jsou tiplici zodpovédni za prenos plvodcl ptaci malarie. DlleZity je
Leucocytozoon caullery, ktery zplsobuje akutni hemoragickou horecku u drlibeZe v severovychodni

Asii (Fallis a Bennett, 1961). Haemoproteus meleagridis zptsobuje kulhavost, ztratu vahy a zpomaleni
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rGstu u hrabavych ptak( v Severni Americe (Atkinson, 2001) a mezi opicemi je v Africe prenasen

Hepatocystis kochi (Greiner a Bennet, 1977).

Pravdépodobné také prenaseji ptaci trypanosomy. DNA Trypanosoma spp. byla detekovdna
v nékolika nachytanych jedincich C. kibunensis, C. pictipennis, C. obsoletus, C. reconditus a C. segnis
(Bernotiené et al., 2020) a pfirozené infekce T. bennetti byly nalezeny v C. alazanicus, C. pictipennis, C.
festivipennis a C. clastrieri (Svobodova et al., 2017). Experimentalni infekce C. nubeculosus a C.
impunctatus s T. everetti ukazaly, Ze trypanosomy jsou schopné vyvoje a produkce metacyklickych

trypomastigott v obou druzich tiplik(i (Bernotiené et al., 2020).

Tiplici mohou ale také hostit jednohostitelskd kinetoplastida. Prvnim popsanym druhem byl
Herpetomonas ztiplika ze samice C. kibunensis (Podlipaev et al., 2004b). Dalsim druhem je Sergia
podlipaevi, ktery byl izolovdn z C. festivipennis a C. truncorum (Svobodova et al., 2007). Tretim
popsanym druhem je Herpetomonas trimorpha, ktery byl izolovany z C. truncorum (Zidkova et al.,
2010). Poslednim zaznamenanych druhem jednohostitelskych kinetoplastid je Crithidia sp., DNA

tohoto druhu byla poprvé zaznamenana u C. pictipennis (Bernotiené et al., 2020).

Z helmintl prenaseji tiplici ptaci filarie, které jsou ale malo patogenni. Na Clovéka a
hospodarska zvifata mohou prenaset filarie rodu Mansonella. Vétsina infekci je asymptomatickych,
obcas ale mliZe nakaza vyvolavat symptomy spojené s alergickou reakci (Crewe, 2001). Na kopytniky
mohou jesté prenaset filarie zplsobujici onchocerkézu (shrnuto v Halouzka a Hubdlek, 1996). Tyto
fildrie mohou zpUsobovat rizné dermatitidy, zdnéty oci nebo u koni snizenou pohyblivost kloubl

(Moignoux, 1951; shrnuto v Halouzka a Hubalek, 1996).

2.4. Leishmanioza v Evropé

V mnoha zemich jizni Evropy je leishmanidza endemickd minimalné od starovéku. V soucasné dobé je
ale stdle vétsiriziko Sifeni onemocnéni do dfive neendemickych region(. Mezi hlavni faktory patfi Sifeni
prenasecu a rezervoarovych hostitelll do novych oblasti v disledku globalniho oteplovani, migrace
uprchlikd z endemickych regiond, rostouci urbanizace a globalizace (Dujardin et al., 2008; shrnuto v
Pavli a Martezou, 2010; Berry a Berrang-Ford, 2016; shrnuto v Oryan a Akbari, 2016; Kholoud et al.,
2018). Se vzrlstajicim cestovnim ruchem a turismem pfibyvaji také pocty pfipadd importovanych
leishmanioz (shrnuto v Rocha et al., 2022; Van der Auwera et al., 2022) a riziko zavleéeni novych druhl
leishmanidz je tim vyssi. Vyskyt flebotomU miiZe také ovlivnit Sifeni zemédélstvi do semiaridnich oblasti
a zavadéni umélych zavlaZovacich systém (shrnuto v Maia, 2024). Nejvétsi vliv na rozsifovani aredl(
flebotomU ma ale jiz zminované globalni oteplovani. Dikazem jsou nalezy flebotomU v oblastech

kontinentalni Evropy — Némecko, Rakousko, Svycarsko a Slovensko (Naucke a Pesson, 2000; Naucke a
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Schmitt, 2004; Dionisio et al., 2011; Naucke et al., 2011; Lopes et al., 2013; Dvorak et al., 2016; Kniha
et al.,, 2021).

Nejcastéjsim plivodcem leishmanidz v Evropé je L. infantum. Tento druh leishmanie patfi spolu
s L. donovani do druhového komplexu L. donovani (Hide a Bafuls, 2006). L. infantum zpUsobuje
leishmanidézy endemicky v 17 statech jizni Evropy (Maia et al., 2023), ale v poslednich letech se
rozsifuje stdle vice na sever. Byly zaznamenané autochtonni pfipady u koni, psi a déti v jiznim
Némecku, Rakousku a Rumunsku (Bogdan et al., 2001; Koehler et al., 2002; Maroli et al., 2008; Naucke
et al., 2008; Mircean et al., 2014). Nejvyznamnéjsimi rezervoarovymi hostiteli L. infantum jsou psi (Faye
et al., 2010; Burza et al., 2018). NakazZeni psi mohou byt symptomaticti, ale i asymptomaticti, ktefi
vypadaji zdravé a nemaji Zadné priznaky onemocnéni, ale mohou hrat dulezZitou roli v pfenosu
onemocnéni (shrnuto v Michel et al., 2011; Mird a Lopez-Vélez, 2018). Pokud vykazuji klinické priznaky,
jedna se jak o koini, tak i visceralni projevy onemocnéni, které muze byt bez 1écby smrtelné (Quinnell
a Courtenay, 2009). DalSimi rezervoarovymi hostiteli L. infantum v Evropé jsou kocky, zajici, kralici nebo
krysy a predpoklada se, Ze by potencidlnimi rezervoarovymi hostiteli mohli byt i lisky, vici nebo koné
(shrnuto v Cardoso et al., 2021). Lidé jsou ndhodnymi hostiteli a L. infantum u nich zpUsobuje Zivot
ohrozujici visceralni nebo lokalizovanou a samohojici se kozni leishmanidzu (Gradoni et al., 2017).
Potvrzenymi evropskymi prenaseci je nékolik druht flebotomU podrodu Larroussius — P. perniciosus,
P. ariasi, P. perfiliewi, P. neglectus a P. tobbi (Dvorak et al., 2018; Maia et al., 2023). V soucasné dobé
se uvazuje, Ze by do prenosu mohly byt zapojeny i druhy Sergentomyia minuta a Phlebotomus mascittii
(shrnuto v Maia, 2024). Sergentomyia minuta se hojné vyskytuje v endemickych oblastech vyskytu
leishmanidz zplUsobovanych L. infantum (Depaquit a Léger, 2017) a uz nékolikrat byla v tomto druhu
flebotoma v jizni Evropé detekovana DNA L. infantum (Pereira et al., 2017; Latrofa et al., 2018; Abbate
et al., 2020). P. mascittii je nejsevernéji rozsiteny druh flebotoma, byl zaznamenany i na Slovensku
(Dvorak et al., 2016; Dvorak et al., 2018; Kniha et al., 2021) a také v ném byla detekovana DNA L.
infantum (shrnuto v Maia, 2024). Stémito druhy flebotomU ale zatim nebyly provedeny zadné
experimentalni infekce, které by prokazaly, zda se v nich L. infantum dokdze vyvijet a zda jsou schopny

tento druh leishmanie prenaset na hostitele.

Ve stfedni Evropé se u koni a dobytka zacala objevovat kozni leishmanidza zplisobovana L.
martiniquensis. Jednd se o Némecko (Miiller et al., 2009), Svycarsko (Lobsiger et al., 2010), Rakousko
(zatim nepublikovéno) a Ceskou republiku (Jahn, Modry, Votypka, zatim nepublikovano). Na rozdil od
pripadl v Thajsku (Pothirat et al., 2014; Intakhan et al., 2020; Srivarasat et al., 2022) nebyl ale v Evropé

zaznamenan zadny lidsky pfipad.
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V Recku se sporadicky objevuje také kozni leishmanidza, kterou zptsobuje L. tropica (Garifallou
et al., 1984; Christodoulou et al., 2012; Barriatua et al., 2021). Poprvé byla identifikovdna v roce 1984,
nicméné kozni leishmanidza byla v této oblasti pozorovana uz ddvno pred tim (Ntais et al., 2013).
Potvrzenym pfenasecCem L. tropica je P. sergenti (Depaquit et al., 2002). Experimenty s P. perniciosus
a P. tobbi ukazaly, Ze se tento druh leishmanie v nich dokdze dobre vyvijet a prokazaly i pfenos na
hostitele. Minimalné tito dva zastupci z podrodu Larroussius by tedy potencidlné mohli hrat roli
v pfenosu L. tropica (Bongiorno et al., 2019; Vaselek a Volf, 2019). Tento druh leishmanie je hojny
v Syrii a sousednich zemich (Al-Salem et al., 2016; Du et al., 2016; Kanani et al., 2019). Protoze se kvdli
syrské obcanské valce a dalsim konfliktim do Evropy dostavaji uprchlici pravé z téchto zemi, pribyvaji
zde zavlecené pfipady zplsobené L. tropica (Di Muccio et al., 2015; Mockenhaupt et al., 2015; Sobirk
et al., 2018; Boggild et al., 2019; Guery et al., 2021). Vzhledem k tomu, Ze P. sergenti, P. perniciosus a
P. tobbi maiji v jizni Evropé Siroké rozsiteni, stoupa riziko vzniku novych endemickych ohnisek L. tropica

(Depaquit et al., 2001; Afonso et al., 2005; Ready, 2010; Seblova et al., 2015a).

Na Kypru jsou od roku 2006 zaznamenavany lidské pripady leishmaniéz zptsobené L. donovani
(Antoniou et al., 2008; Antoniou et al., 2009) a v roce 2014 zde byl potvrzen lokalni cyklus (Koliou et
al., 2014). Nedavno byly také v Turecku zaznamenané autochtonni ptipady L. donovani (Ozbilgin et al.,
2016; Ozbilgin et al., 2022; Ozbel et al., 2022), poprvé v roce 2014, kdy zde dochdazelo kvali ob&anské
valce k intenzivni migraci lidi ze Syrie (Koltas et al., 2014). Stejné jako v predchozim pripadé, je moina
potencialni introdukce L. donovani prostiednictvim infikovanych osob do novych oblasti s vyskytem

permisivnich druh(l flebotom (shrnuto v Maia, 2024).

V jiznim Turecku byly neddvno zaznamenané také pripady zplsobené L. major a predpoklada
se, 7e ui zde probiha cely pfenosovy cyklus (Ozbilgin et al., 2016). A¢koliv by se $ance na zavle&eni L.
major do Evropy mohly zdat nizké v souvislosti stim, Ze jejimi rezervodrovymi hostiteli jsou
dominantné piskomilové, nemusi tomu tak byt (shrnuto v Maia, 2024). Ukazuje se, Ze spektrum
rezervoarovych hostitell je pomérné Siroké — naptiklad rlzni dalsi hlodavci jako hrabosi a gundi nebo
treba i jeZci (Faiman et al., 2013; Tomas-Pérez et al., 2014). V Turecku byla nalezena DNA L. major ve
sleziné mysice (Karakus et al., 2020). Asi nejzajimavéjSim nalezem byla v Portugalsku detekce DNA L.
major v samici Sergentomyia minuta (Campino et al., 2013) a u toulavych kocek (Pereira et al., 2020),
coz mUZe naznacovat, Ze L. major v jizni Evropé uz cirkuluje (shrnuto v Maia, 2024). Prispiva k tomu i

fakt, Ze potvrzenym prenasecem L. major je P. papatasi, ktery se v jizni Evropé vyskytuje.

V souvislosti s introdukci exotickych druhl leishmanii do oblasti, kde uz néjaké druhy
leishmaniii cirkuluji, mizZe dochazet k tvorbé hybrid( (shrnuto Maia, 2024). Ti pak mohou byt jinak

infekéni pro flebotomy nebo u hostitell zplsobovat odliSnou patogenitu oproti ptivodnim kmen(m
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(Volf et al., 2007). V Turecku byl zaznamendn autochtonni pfipad leishmanidzy zplsobené hybridem L.
infantum/donovani (Ozbilgin et al., 2022). Pokusy ukazaly, Ze se tento hybrid dokaZe vyvijet v P. tobbi
a P. perniciosus (Seblova et al., 2015a). V Portugalsku byl zaznamenan lidsky p¥ipad visceralni
leishmanidzy u HIV pacienta zplUsobeny hybridem L. major/L. infantum (Ravel et al., 2006).
Experimenty s timto hybridem ukazaly, Ze se dokaZe vyvijet v P. papatasi (Volf et al., 2007). Siroky aredl
rozsifeni druhl flebotomd, ktefi jsou vnimavi k témto hybridim, pfispiva k moznosti potencialniho

Siteni leishmaniéz do novych oblasti (Volf et al., 2007).

Kvili klimatickym zméndam, zménam aredl(l vektor( a rezervoarovych hostiteld, rostoucimu
cestovani a migraci uprchlikd z endemickych zemi se tedy predpoklada, Ze Sireni leishmanidz do novych
regionll bude pokracovat (shrnuto v Maia, 2024). Permisivita podrodu Larroussius (Volf a Myskova,
2007) a vnimavost evropskych druht flebotoma k hybridéim leishmanii (Volf et al., 2007; Seblova et al.,

2015a) tyto hypotézy jen podporuje.
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3 Material a metodika

3.1 Pouzité roztoky

e Fyziologicky roztok - 150 mM NaCl

e Redici roztok (pro po¢itani leishmanii v Biirkerové kom(rce) - 0,85% NaCl + 1% formaldehyd

(CH,0)

e Médium pro kultivaci leishmanii - médium M199 (Sigma) + 10% fetalni kravské sérum (Gibco)

+ 1% BME vitaminy (Sigma) + 250 ug/ml amikacin (Brystol- Myers Squibb) + 2% sterilni moc

e Krevni agar pro kultivaci L. martiniquensis z prenasecl - pevna slozka: Bacto Neopeptone 2g
(BD), Bacto Agar (BD) 2g, NaCl 0,6g doplnéno do 100ml H20, sterilizovano autoklavem 20min,
po zchlazeni pfiddno 25ml sterilni defibrilované krali¢i krve (Bioveta), tekuta slozka (Over-lay):

vySe popsané médium pouzivané pro béznou kultivaci leishmanii
e 70% nedenaturovany ethanol - na uchovavani nachytanych tiplik{

3.2 Kultivace leishmanii

V mé diplomové praci byly pouZity druhy Leishmania infantum (MHOM/TR/2000/0G-VL), hybrid L.
infantum/L. donovani (ITOB/TR/2005/CUK3), L. donovani (MHOM/NP/03/BPK282), L. major
(MHOM/LX/87/CS3) a L. martiniquensis (MHOM/TH/2019/Cu2 a MEQU/CZ/2019/Aig1).

Tyto kultury jsou uchovavany v kryobance v tekutém dusiku v zamrazovacich ampulich
CryoTube™ Vials (NUNC) v médiu obsahujicim 5—10 % kryokonzervacni latky DMSO (Sigma-Aldrich). 1
aZz 2 tydny pred pokusy byly kultury rozmrazeny a preockovany do tekutého kultivacniho média M199
a kultivovany pfi 23 °C v kultivaénich zkumavkach. Kultury byly pravidelné preockovévany do nového
média, vzdy 3-5 kapek na 1,5 ml média. Pro pokusy byly pouzZivdny pouze nizké pasaze (do p10) a

kultury v exponencidlni fazi ristu.

3.3 Chov flebotomui
Pro pokusy byly pouzity druhy flebotom( zchov( nasi laboratofe — Phlebotomus perniciosus
(Spanélsko), P. tobbi (Turecko), P. argentipes (Indie), P. papatasi (Turecko), P. duboscqi (Senegal) a

Sergentomyia minuta (Portugalsko).

Kolonie flebotomU se chovaji v insektariu, kde se udrzuji vhodné podminky pro jejich vyvoj. Je
zde trvale udrzovana vlihkost 60-70 %, teplota 25-26 °C a fotoperioda 14 hodin svétla a 10 hodiny tmy.
Dospéli flebotomové jsou vypousténi do nylonovych siti pfivdazanych na kovovych konstrukcich, které

jsou umistény do igelitovych pytld. Optimalni vihkost v pytli (70-90 %) zajistuje vata navlhéena
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destilovanou vodou v misti¢ce, kterd je poloZena na sit. Dospélci jsou krmeni 50% roztokem sachardzy.
Malinky kousek vaty napustény timto roztokem je poloZeny v siti v malé Petriho misce. Jednou nebo
dvakrat tydné se samice nechdvaji nasat na uspané mys$i kmene BALB/c, gekonovi nebo
imobilizovaném kralikovi (zaleZi na druhu). Po defekaci jsou samice exhaustorem premistény do sadrou
vylitych kelimka, které jsou navlhéeny destilovanou vodou. Zde dochazi ke kladeni vaji¢ek, po kterém
dochazi k Uhynu samic. Kelimky uzaviené vickem s monofilem jsou umistény do plastovych box(, na
dné boxu je navlhceny vysterilizovany pisek k udrZzovani spravné vihkosti. Z vajicek se poté lihnou larvy
(L1-L4), ty jsou krmené namletym krali¢im trusem, ktery je 4 tydny fermentovany za teploty 25 °C a
vysoké vlhkosti. Larvy L4 se nakonec zakukli a vylétavaji novi dospélci, ktefi se vypoustéji do siti. Za

laboratornich podminek trva Zivotni cyklus flebotom 5-8 tydn( (Volf a Volfova, 2011).

Obrazek 3 — Vybaveni pro chov flebotomi; a — dva rGizné typy sklenénych exhaustort a sklenéné krmitko, které se pouziva
na experimentalni infekce; b — boxy s kelimky, ve kterych se vyvijeji larvicky a sité s dospélymi flebotomi v igelitovych pytlich
uloZené v termostatu; ¢ — digestor na vyrobu potravy pro larvi¢ky; d — detail zrdni potravy pro larvicky béhem fermentace;
e — kelimky s larvickami uzaviené vikem s nylonovou tkaninou, stény kelimk( jsou pokryté sadrou; f — nylonové sité
privazané na kovovou konstrukci (pfevzato Volf a Volfova, 2011)
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3.4 Experimentalni infekce

o vev

Na experimentalni infekéni sani je nejprve potreba si pfipravit kiZicky z 1-3 dny starych kuratek. KGze
jsou stahovany z hibetni a bfisni strany oskubaného kurete. Poté je klZicka promyta ve sterilnim
fyziologickém roztoku, kde dochazi i ke zbaveni tuku, nasledné v 70% cistém etanolu a znovu ve

o veyv

fyziologickém roztoku. Hotové kizicky se skladuji v -20 °C (Volf a Volfova, 2011).

Na pokus je tfeba 3-4 dny stara kultura leishmanii v rlstové fazi. Promastigoti jsou promyti ve
fyziologickém roztoku a spocitani pomoci Blirkerovy komarky. Poté jsou leishmanie resuspendovany
v krvi na finalni koncentraci 10° leishmanii/ml. 300 pl nafedéné kultury je smichdno s 2700 pl tepelné

inaktivované berani krve (35 minut ve vodni lazni pfi 56 °C).

Na sklenéné krmitko se natdhne kureci kliZicka a pomoci parafilmu pripevni. Pomoci tenké
Pasteurovy pipety se krmitko naplni smési krve s leishmaniemi. Krmitka se pfipevni na stojany a na
krmitka se pomoci gumicek a kolickd pripevni malé sitky s flebotomy nebo tipliky natazené na ocelové

konstrukci (20x20x20 cm). Krmitko je pomoci vodni lazné s vnéjsi cirkulaci ohfivano na 37 °C.

Sani probiha zhruba 2 hodiny v pfitmi pfi teploté v mistnosti mezi 25-27 °C. Poté je sitka
sundana z krmitka a nasaté samice se tfidi pomoci exhaustoru do nové sitky. Sitka s nasatymi samicemi
je vlozena do pytle, na sitku se polozi mala Petriho miska s navlihéenym kouskem vaty destilovanou
vodou pro udrzeni vlhkosti a jako potrava je jim podavany kousek vaty v malé Petriho misce nasakly

50% sachardzou (Volf a Volfova, 2011). Pytle se sitkami jsou umisténé v termostatu pti teploté 26 °C.

3.5 Pitvy flebotomi a hodnoceni infekci
Nasaté samice byly pitvany v rGznych ¢asovych intervalech po sani — 2. den pro ovéreni spravného
flebotomech defekaci a 10. den pro ovéfeni, zda leishmanie dokazi ve flebotomech tvofit infekéni

stadia.

Samice flebotom( byly uspany v kelimku na ledu a poté preneseny do kapky fyziologického
roztoku na podloznim skle. Pod binokularni lupou byly zbaveny hlavy, kfidel a konéetin pomoci pinzety
a vyrobeného pitvatka (entomologickd minucie zasazena do drevéné Spejle). Nasledné bylo vytazeno
stfevo a preneseno do nové kapky fyziologického roztoku. Poté bylo pfikryto krycim sklickem a vznikly
preparat byl pozorovan pod svételnym mikroskopem. Byla pozorovana lokalizace a intenzita infekce a
vse bylo zaznamendvano do protokolu. Intenzitu rozliSujeme na slabou (méné nez 100 leishmanii),
stfedni (100-1000 leishmanii) a silnou (vice nez 1000 leishmanii) (Myskova et al., 2008). Lokalizace

leishmanii ve stfevé byla hodnocena podle Sadlova et al. (2010) — u nasatych samic prfed defekaci
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endoperitroficky prostor (uvnitf peritrofické matrix), dale pak abdominalni mezenteron, thorakalni

mezenteron, kardia a stomodealni valva.

3.6 Morfologicka analyza leishmanii

U flebotom infikovanych L. martiniquensis byly roztlakové preparaty délany vzdy 2. den po sani ze
vSech vypitvanych stfev, protoze promastigotni stadia leishmanii z podrodu Mundinia nejsou v rané
fazi infekce moc pohybliva a maji spiSe kulovity tvar, takZze nejsou dobfe odliSitelna od krvinek. Tyto
roztlakové preparaty pitvanych stfev byly tedy prohlizeny za ucelem zjisténi procenta infikovanych
samic. U flebotomu infikovanych leishmaniemi z podrodu Leishmania byly roztlakové preparaty délany
10. den po sani pro zjisténi, zda leishmanie dokazi vytvaret metacyklicka stadia, ktera jsou infekéni pro

obratlovéiho hostitele.

Vypitvané strevo bylo v kapce fyziologického roztoku na podloznim skle rozmacknuto krycim
sklem a rozetfeno. Roztér byl poté fixovan methanolem a po zaschnuti na néj byl nanesen barvici
roztok Giemsy-Romanovského (Sigma), ktery byl 20x redény destilovanou vodou. Takto se sklicka

nechdvala barvit 20 minut, poté se oplachla vodou z kohoutku a nechala uschnout.

Nabarvené preparaty byly prohlizeny pod svételnym mikroskopem (Olympus BX51) se
zabudovanou kamerou (DP-70) pfi zvétSeni 1000x a za pouZiti imerzniho oleje. Jednotlivé leishmanie
byly foceny v programu QuickPHOTO MICRO 2.2 (Olympus). V programu Imagel (Java) byla nasledné
mérena délka téla, délka biciku a Sitka téla jednotlivych leishmanii. Vidy bylo méfeno 200 leishmanii u
kazdé kombinace druhi flebotoma a leishmanie. Z kazdého sklicka bylo zméfeno 50 leishmanii (4
sklicka na kazdou kombinaci). Namérena data byla nasledné vyhodnocena v programu SPSS. Namérené
leishmanie 10. den po infekci jsme rozlisovali na tfi morfologické formy — nektomonady (délka téla je
vétsi nez 14 um), leptomonady (délka téla je mensi nez 14 um a délka biciku je mensi nez dvojnasobek
délky téla) a metacyklické promastigoty (délka téla je mensi nez 14 um a délka biciku je vétsi nez

dvojndsobnd délka téla) (Sadlova et al., 2010).

3.7 Statistika

VSechny statistické analyzy byly provedeny v programu SPSS verze 27. Rozdily v procentech
infikovanych samic a poméru morfologickych forem byly analyzovany Pearsonovym Chi-kvadratovym
testem, v ptipadé Ctyrpolni tabulky Fisherovym Chi-kvadratovym testem. Pokud bylo vice nez 20 %
ocekavanych ¢etnosti mensich nez 5 nebo N mensi nez 30, byly pouZity exaktni verze testu a v pfipadé
vyskytu nul také Monte Carlo simulace. Rozdily v zastoupeni jednotlivych kategorii mezi druhy byly
testovany pomoci z-testu. Na analyzu poctu promastigotl zjisténych pomoci qPCR byly pouZity

Neparametricky Medidnovy test a KruskalGv-WallisQiv test, protoZe hodnoty nemély normalni
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rozdéleni (ovéreno pomoci online kalkuldtoru https://www.gigacalculator.com/calculators/normality-

test-calculator.php).

3.8 Experimentalni sani s jinymi typy membran na sklenéném krmitku a s
Hemotekem

PFi pokusech se Sergentomyia minuta byly pouZity i jiné typy membran neZ kureci kazicky, jejichz

pfiprava a pouZiti je popsdno v kapitole 3.4.

Jednou z variant bylo nasolené praseci stfevo, které je bézné dostupné pro pfipravu klobds a
parka. Strevo bylo nejprve dva dny macerovano v destilované vodé a fyziologickém roztoku pfi 4 °C,
po 12 hodinach se roztok ménil. Nasledné bylo stfevo podélné rozstfizeno a rozfezano na cCtverce
priblizné 4 x 4 cm. Tyto ¢tverce byly poté promyvany dalsi 3 dny ve fyziologickém roztoku, ktery se 12

hodinach ménil. Nasledné byly ¢tverce rozloZzeny do Petriho misek a uchovavany v -20 °C.

Dalsim typem byla uméld membrana (Hemotek feeding membrane, Hemotek Ltd). Ta byla
nejprve opét nastfihdna na ¢tverce o velikosti asi 4 x 4 cm. Poté byly jednotlivé Ctverce promyty 2x

v Cistém 70% etanolu a 2x ve sterilnim fyziologickém roztoku.

Oba tyto typy membran byly na krmitko pfichyceny stejnym zptsobem jako kureci kizicka, jak

je popsano v kapitole 3.4.

PFi nékterych pokusech s kufeci kGzickou a umélou membranou byla pouZita krevni plazma.
Krev ve zkumavce byla zcentrifugovana 10 min pfi 4380 RPM. Poté byl supernatant obsahujici krevni
plazmu odebran a zahtivan ve vrouci vodé, dokud tekutina nezgelovatéla. Takto vznikly gel byl umistén
na Petriho misku a byla v ném namdacena membrdana pfipevnénd na sklenéném krmitku. Nakonec byla

krevni plazma na krmitku ususena pomoci fénu (osobni sdéleni Petr Volf).

Kromé sklenénych krmitek napojenych na vodni lazen jsme také zkouseli membranové sani za
pouziti Hemoteku. Zatizeni bylo nejprve sestaveno podle pokynl vyrobce. Poté byla na jednu stranu
kovového zasobniku nataZena kureci klGzicka a pripevnéna pomoci gumicky. Z druhé strany byl
zasobnik naplnén krvi a uzavien plastovymi Spunty. Nakonec byl zadsobnik namontovan na podstavec,

o v.v

ktery byl zahraty na 37 °C a na kdZic¢ku byla poloZena sitka s flebotomy.
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3.9 Sbhér a zpracovani tiplikt
V oblastech predpokladaného vyskytu autochtonnich leishmaniéz v Ceské republice byly provadény
odchyty tiplikéi (Slatifany, Usti nad Labem). Ve Slatifianech probéhly odchyty v kvétnu a v zafi 2022,

v Usti nad Labem v kvétnu a v ¢ervenci 2023.

Tiplici byli chytani pomoci CDC svételnych pasti, kde jako atraktant slouZilo praveé svétlo, nékdy
doplnéné o vybojku s UV svétlem (Obrazek 4). Tiplici byli nasati skrz vétracek a zGstali zachyceni v sitce.
Pasti byly rozmisténé vidy odpoledne a sbirané druhy den rdno. Nachytany hmyz byl pomoci
exhaustoru premistén ze sitky do kelimku, ktery byl vioZen do ledu, aby doslo k uspani nachytaného
hmyzu. Poté byli z nasbiraného materidlu odebrani tiplici a umisténi do nedenaturovaného 70%

etanolu.

Obrazek 4 — CDC svételné pasti nainstalované pro odchyt tiplikl

PFi dalsim zpracovani byli nachytani tiplici roztfidéni na nenasaté, nasaté a vykladené samice a
uréeni do druh( pomoci urcovaciho kli¢e (Chvéla, 1980). Takto rozttidéni tiplici byli rozdéleni do poolll
maximalné po 50 jedincich. Pooly s nasatymi a vykladenymi samicemi byly pozdéji otestovany na
pfitomnost leishmanii nebo jinych trypanosomatid pomoci nested PCR na SSU rRNA. Pokud jsme si u
né&jakého tiplika nebyli jisti jeho druhem pfi uréovani pomoci Fauna CSSR, byla z ného vyizolovana DNA,

kterd byla amplifikovand na gen cytochrom oxiddaza a vzorek byl poslan na sekvenaci.

Nachytané nenasaté samice z odchytu v éervenci v Usti nad Labem nebyly umisténé do

etanolu, ale bylo s nimi provedeno infekéni sani s L. martiniquensis.
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Druhy tiplikd na jednotlivych lokalitach byly rozdéleny podle dominance na:

e Eudominantni vice nez 10 %
e Dominantni 5az210%

e Subdominantni 2375%

e Recendentni 1ai2%

e Subrecendentni méné nez 1 %

3.10 I1zolace DNA

Pro izolaci DNA z flebotoml a tiplik( byl pouZit High Pure PCR Preparation Kit (Roche). Flebotomové
byli nejprve homogenizovani pomoci sterilnich plastovych pistd, pooly s tipliky byly homogenizovany
v homogenizatoru za poutziti sterilni nerezové kulicky. Poté byla DNA izolovana podle protokolu

dodaného vyrobcem. DNA byla eluovdna do 200 pl eluéniho pufru a poté uskladnéna v -20 °C.

3.11 PCR detekce

Pro zjiSténi pfitomnosti leishmanii v nachytanych tiplicich byla nejprve pouZita jednokrokova PCR
s primery na gen HSP70. Primery cili na 434 bp dlouhy Usek DNA, ktery je spole¢ny pro vSechny Ctyfi
znamé podrody leishmanii. Reakce probihala za pouziti reakéni smési a protokolu viz tabulky 1 a 2.

Sekvence primeru: Forward primer: 5'-GAGCTGAACAAGAGCATCAAC-3’

Reverse primer: 5-GGTGATCTGGTTGCGCTTG-3'

Jednotlivé slozky Mnoistvi
2x koncentrovany Emerald Master Mix (Takara Bio) 10 ul
PCR H,0 8ul
10 uM Forward primer (Merck) 0,5 ul
10 uM Reverse primer (Merck) 0,5 ul
DNA (1-100 ng/reakci) 1l

Tabulka 1 — SloZeni reakéni smési jednokrokové PCR na HSP70

Pocet opakovani | Teplota | Délka trvani
1x 94 °C 3 min
94 °C 30s
30x 59 °C 30s
72°C 30s
1x 72 °C 7 min
1x 12 °C oo

Tabulka 2 — Teplotni cyklus jednokrokové PCR na HSP70
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Po otestovani prvnich 8 pooll s tipliky vysly 4 pooly pozitivné. Vzorky byly poslané na
sekvenaci, ale DNA se neshodovala s DNA leishmanii. Rozhodli jsme se tedy k dalSim analyzam poolt
s tipliky pouzit nested PCR na SSU rRNA. Pfi nested PCR byly pro amplifikaci SSU rRNA vyuzity vnéjsi a
vnitfni primery. Produkt prvni PCR reakce, za vyuZiti vnéjsich primerd (Maslov et al., 1996), byl pouZit
jako templdt pro druhou PCR reakci s vnitfnimi primery (Votypka et al., 2015). SloZeni reakénich smési
a jednotlivé protokoly pro prvni i druhy krok nested PCR jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach 3, 4, 5

ab.

Sekvence primerU na prvni reakci: Forward primer: 5'-GACTTTTGCTTCCTCTAWTG-3’
Reverse primer: 5 -CATATGCTTGTTTCAAGGAC-3’

Sekvence primerUd na druhou reakci:  Forward primer: 5 -GARTCTGCGCATGGCTCATTACATCAGA-3’
Reverse primer: 5'-CRCAGTTTGATGAGCTGCGCCT-3’

Jednotlivé slozky Mnoizstvi
2x koncentrovany Emerald Master Mix (Takara Bio) 6 ul
PCR H,0 5 pl
10 uM Forward a reverse primer (Merck) 0,5 ul
DNA (1-100 ng/reakci) 1l

Tabulka 3 — SloZeni reakéni smési prvniho kroku nested PCR

Pocet opakovani | Teplota | Délka trvani
1x 95 °C 3 min
95°C 30s
34x 55°C 30s
72 °C 2 min
1x 72 °C 3 min
1x 12°C oo

Tabulka 4 — Teplotni cyklus prvniho kroku nested PCR

Jednotlivé slozky Mnozstvi

2x koncentrovany Emerald Master Mix (Takara Bio) 10l

PCR H,0 8 ul
10 uM Forward primer (Merck) 0,5 ul
10 uM Reverse primer (Merck) 0,5 ul
PCR produkt 1l

Tabulka 5 — Slozeni reakéni smési druhého kroku nested PCR

25



Pocet opakovani | Teplota | Délka trvani
1x 95 °C 3 min
95 °C 30s
33x 63 °C 30s
72°C 1min50s
1x 72 °C 5 min
1x 12°C oo

Tabulka 6 — Teplotni cyklus druhého kroku nested PCR

Pomoci jednokrokové PCR na HSP70 byly poté testovany jen vzorky, kde nds zajimala pouze

pfitomnost DNA leishmanii viz kapitoly 4.2.3 a 4.2.4.

Pro druhovou determinaci tiplik(, u kterych jsme si nebyli jisti jejich druhem uréovanim pomoci
Fauny CSSR, byla pouZita jednokrokova PCR na cytochrom oxiddzu. Reakce probihala za pouziti reakéni
smési a protokolu viz tabulky 7 a 8.

Sekvence primeru: Forward primer: 5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGC-3'

Reverse primer: 5-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’

Jednotlivé slozky Mnoizstvi
2x koncentrovany Emerald Master Mix (Takara Bio) 25 ul
PCR H,0 17 ul
10 uM Forward primer (Merck) 2ul
10 uM Reverse primer (Merck) 2ul
DNA (1-100 ng/reakci) 4 ul

Tabulka 7 — SloZeni reakéni smési jednokrokové PCR na cytochrom oxidazu

Pocet opakovani | Teplota | Délka trvani
1x 95°C 5 min
94 °C 30s
37x 55°C 45 s
72 °C 1min30s
1x 72°C 10 min
1x 25°C oo

Tabulka 8 — Teplotni cyklus jednokrokové PCR na cytochrom oxidazu

3.12 Gelova elektroforéza

Pro vyrobu gelu byla agaréza smichdna s 1xTAE pufrem v Erlenmayerové barice v poméru, aby vznikl
0,8-1,2% gel. Smés byla dana do mikrovinné trouby a zahfivdna na medium, dokud se agardza Uplné

nerozpustila. Do smési byl pfidano barvivo SYBR Safe (Invitrogen) v poméru 1:10000. Poté byla smés
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nalita do pfipraveného stojanku v elektroforetické vané, do kterého byl jesté vlozen hfeben. Po
ztuhnuti gelu byl hfeben odebrdn, stojanek pootocen, aby byly jamky u zadporného pdlu, a dolit IXTAE
pufr. Do prvni jamky bylo napipetovdno 7 ul GeneRuler 100 bp DNA ladder (Thermo Scientific). Do
ostatnich jamek byly postupné nanaseny jednotlivé PCR reakce po 10 pl. Elektroforetickd vana byla
poté zaviena a zapojena do zdroje napéti (90-120 V po dobu 30-60 minut). Poté byla DNA detekovana

UV transluminatorem.

3.13 Sekvenace
Pozitivni produkty byly precistény enzymatickym roztokem ExoSAP (Thermo Scientific). 1 pl ExoSAPu
bylo smichdno s 5 ul produktu a tato smés byla vloZena to termocycleru. Reakce probihala 4 minuty

pfi 37 °C, 1 minutu pti 80 °C a poté teplota klesla na 4 °C.

Pfi jednokrokové PCR na HSP70 bylo 0,5 ul produktu z PCR reakce smichano s 0,5 ul reverzniho
primeru, ktery byl pouzit pfi této reakci, a se 7 pul PCR H,0. Pti nested PCR na SSU rRNA bylo 1-1,5 ul
produktu  zdruhého kroku nested PCR smichdno s0,5 pl primeru 1000 R
(ATGCCTTCGCTGTAGTTCGTCT) a doplnéno do 8 pl PCR H,0. Pfi jednokrokové PCR na cytochrom
oxidazu byl 1 pl produktu z PCR reakce smichdn s 0,5 pl reverzniho primeru, ktery byl pouZit pti této
reakci, a se 6,5 ul PCR H,0. Takto pripravené vzorky byly poslany do laboratore sekvenace DNA do

Biocevu.

Pro identifikaci ziskanych sekvenci byl vyuzivan algoritmus BLAST a nukleotidova databaze

NCBI na strance https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/.

3.14 Kvantitativni PCR

Pro kvantifikaci leishmanii ve stfevech flebotom 10. den po sani bylo vyuZito méreni fluorescence pfi
navazani barvy SYBR Green (SsoAdvanced™ Universal SYBR®, Bio-Rad) na dvouvldknovy produkt na
pfistroji iQ5 real-time PCR detection systém (Bio-Rad). Kalibra¢ni kfivka byla vytvofena podle
pozitivnich kontrol o zndmé koncentraci leishmanii v duplikdtech. Nezndmé vzorky byly méreny
v triplikdtech. Specifita reakce byla kontrolovdna v teplotnim gradientu teploty tani, pficemz cykly se

opakovaly postupné pfi teplotach od 75-93 °C.

K amplifikaci kinetoplastidové DNA byly pouzity nasledujici primery:
Forward primer: 5°-CTTTTCTGGTCCTCCGGGTAGG-3’
Reverse primer: 5-CCACCCGGCCCTATTTTACACCAA-3’

Reakce probihala za pouZiti reakéni smési a protokolu viz tabulky 9 a 10.
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Jednotlivé slozky Mnozstvi
Master Mix SsoAdvanced™ Universal SYBR® (Bio- 10 pl
Rad)
PCR H,O 8ul
10 uM Forward primer (Merck) 0,5 ul
10 uM Reverse primer (Merck) 0,5 ul
DNA (10-100 ng/reakci) 1l

Tabulka 9 — SloZeni reakéni smési gPCR na amplifikaci kDNA

Pocet opakovani | Teplota | Délka trvani
1x 98 °C 30s-3min

98 °C 30s

40x 60 °C 30s

Tabulka 10 — Teplotni cyklus gPCR na amplifikaci kDNA

3.15 MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

Nékolik nasatych samic tiplikd uloZenych v 70% nedenaturovaném etanolu bylo testovano pomoci
MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization). Nasaté samici tiplika byl oddélen
abdomen a ten byl homogenizovdn pomoci sterilniho plastového pistu v 50 ul destilované vody v 1,5
ml Eppendorfové zkumavce. Homogenat byl pak zcentifugovan pfi 10 000 g po dobu 15 s. 10 ul
supernatantu bylo prfeneseno do nové mikrozkumavky obsahujici 10 pl 50 mM N-
ethylmorfolinacetatového pufru (pH 8,1; Sigma-Aldrich) a 100 ng trypsinu (Promega). Tato smés byla
inkubovana 20 minut pfi 37 °C. Poté bylo 0,5 ul této smési naneseno na MALDI desti¢cku. Nanesené
vzorky byly nechany schnout pfi laboratorni teploté a poté byly prekryty 0,5 pl MALDI matrici (vodny
50% ACN/0,1% TFA roztok kyseliny a-kyano-4-hydroxyskoficové; 5 mg/ml, Sigma-Aldrich). Peptidova
hmotnostni mapovaci spektra byla ziskdna na hmotnostnim spektrometru Ultraflex Ill. Data byla
prohleddvana proti podskupiné proteint obratlovcl v databazi SwissProt20171124 pomoci vlastniho
vyhleddvacde MASCOT (Matrix Science) (Hlavackova et al.,2019). Tyto analyzy byly délané v Biocevu
v Laboratofi strukturni biologie a bunécné signalizace, Mikrobiologicky ustav AV za pomaoci Ing. Petra

Halady, Ph.D.

3.16 Xenodiagnostika a kultivace na krevnim agaru

B&hem kvétnového odchytu v Usti nad Labem byla na koni infikovaném L. martiniquensis provedena
pfima xenodiagnostika, na kterou byly pouzity druhy P. duboscqi a P. papatasi. Samice flebotom( byly
umistény do plastovych kelimkd, které jsou svrchu uzaviené jemnou silonovou tkaninou. Dva kelimky
s flebotomy byly drZzeny na hlavé infikovaného koné v okoli kozni Iéze (Obrazek 5). Druhy den (pred

defekaci samic) bylo 18 nasatych samic flebotom( (a 2 nasati tiplici chyceni exhaustorem na
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infikovaném koni) vypitvano a jejich stfeva byla vloZzena do kultivacnich zkumavek s krevnim agarem
pro izolaci parazitQ. Zbylé nasaté samice flebotom byly uloZzeny do 1,5ml zkumavek se 100 pl vody a
ty byly uloZeny do mrazéaku. Byly udélané pooly po 5 nasatych samicich. Poté z nich byla vyizolovana

DNA a provedena jednokrokovd PCR na HSP70 pro detekci leishmanii.

Obrazek 5 — Léze koné nakazeného leishmanidzou a provadéna xenodiagnostika
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4 Vysledky

Vysledky predkladané diplomové prace jsou rozdéleny na dvé ¢asti. Prvni ¢ast se zabyva vyvojem L.
major, L. donovani a L. martiniquensis ve vybranych evropskych druzich flebotomu (kapitola 4.1), druha
Cast je zamérena na sbér a analyzu tiplik(i z oblasti predpokladaného autochtonniho vyskytu L.

martiniquensis v Ceské republice (kapitola 4.2).

4.1 Experimentalni infekce flebotomu

Pro tyto pokusy byly vybrany permisivni druhy evropskych flebotomd, P. perniciosus a P. tobbi, jejichz
kolonie jsou dlouhodobé chovany v nasi laboratofi, a nové kolonizovany druh S. minuta. Intenzita a
lokalizace byla sledovéna vidy 2., 4. a 10. den po infekénim séni. Infekéni davka byla vidy 108 leishmanii
na ml krve. Pro pokusy s P. perniciosus byla jako kontrola pouzita L. infantum (MHOM/TR/2000/0G-
VL) a pro pokusy s P. tobbi byl pouzit hybrid L. infantum/L. donovani (ITOB/TR/2005/CUK3) plivodné
ziskany pravé ztohoto druhu flebotoma. Rozdily v procentech infikovanych samic a poméru

morfologickych forem byly analyzovany Chi-kvadratovym testem.

4.1.1 Vyvoj L. donovani a L. major v P. perniciosus

Druhy den po sani, pred defekaci nestravenych zbytk( krve, bylo ve vsech skupinach infikovano pres
87 % infikovanych samic (Obrazek 6), procenta se mezi sebou vyznamné nelisila (P = 0,258, ,* = 2,635).
Leishmanie se ve vétsiné vypitvanych stfev flebotoml vyskytovaly v endoperitrofickém prostoru,
pouze v jednom stievé z kazdé skupiny byly leishmanie pozorovany uz i v abdomindlnim mezenteronu

(Obrazek 7).

Ctvrty den po séani, po defekaci samic, bylo nejvice infikovanych samic u flebotomd
infikovanych L. major - 83,9 % (Obrazek 6), ale rozdily mezi skupinami nebyly signifikantni (P = 0,065,
d.f. =2, 2 =5,548). Leishmanie se vyskytovaly v abdominalnim a thorakdlnim mezenteronu, kardii a u

nékolika samic uZ kolonizovaly stomodedlni valvu (Obrazek 7).

Desaty den po sani, bylo 29,8 % samic infikovanych L. donovani a 86 % samic infikovanych L.
major (Obrazek 6). Tentokrat se podil infikovanych samic signifikantné liSil mezi skupinami, v pfipadé
L. donovani byl signifikantné nizsi a u flebotomu infikovanych L. major naopak vyssi, nez u kontrolni L.
infantum (P < 0,001, d.f. = 2, ,* = 32,274). U obou skupin se tvofily pfevdiné silné zralé infekce a

leishmanie kolonizovaly stomodedlni valvu (Obrazek 7).
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Obrazek 6 — Intenzita infekce samic P. perniciosus ze 3 pokus(; INF — L. infantum (kontrola), DON — L. donovani, MAJ — L.
major; Cisla nad jednotlivymi sloupci znazornuji pocet pitvanych samic
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Obrazek 7 — Lokalizace infekce u samic P. perniciosus ze 3 pokusU; INF — L. infantum (kontrola), DON — L. donovani, MA) — L.
major, EP — endoperitroficky prostor, AMG — abdominalni mezenteron, TMG — thorakalni mezenteron, SV — stomodealni

valva
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Intenzity infekci 10. den po sani byly porovndvané také pomoci gPCR. Bylo otestovano 10 stiev
flebotomu infikovanych L. donovani, 12 stfev flebotom infikovanych L. major a 13 sttev infikovanych
kontrolni L. infantum (Obrazek 8). Nejvétsi pocty parazitl byly detekovany v kontrolni skupiné s L.
infantum, rozdily v medidnech hodnot ani jejich distribuci vsak nebyly oproti L. major a L. donovani

signifikantni (Neparametricky Medianovy test P =0,098; Kruskal-WallisGQv test P = 0,243).
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Obrazek 8 — Kvantitativni srovnani poctu parazitl ve stfevé P. perniciosus 10. den po sani; INF — L. infantum (kontrola),
DON — L. donovani, MAJ — L. major

Oba sledované druhy leishmanii vytvarely ve flebotomech metacyklicka stadia (Obrazek 9).
Pomoci roztlakovych preparatl obarvenych Giemsou a nasledného méreni bylo zjisténo signifikantné
vyssi zastoupeni metacyklickych stadii u L. donovani nez u L. major i kontrolni L. infantum (P < 0,001,

d.f. =4, ,2=122,087).
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Obrazek 9 — Zastoupeni jednotlivych forem leishmanii v P. perniciosus 10. den po sani; INF — L. infantum (kontrola), DON —
L. donovani, MA) — L. major; a,b — pismenka oznacuji kategorie, jejichZ zastoupeni se mezi druhy signifikantné nelisilo
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Ukdzalo se tedy, Ze Phlebotomus perniciosus podporuje vyvoj jak L. donovani, tak i L. major.
ProtoZe ale podil infikovanych samic byl desaty den po sani signifikantné nizsi u L. donovani ve srovnani
s ostatnimi skupinami, rozhodli jsme se porovnat vyvoj tohoto kmene také v jeho pfirozeném

prenaseci P. argentipes viz kapitola 4.1.3.

4.1.2 Vyvoj L. donovani a L. major v P. tobbi

Druhy den po sani bylo pozorovano 94,7 % samic infikovanych L. donovani a 70,4 % samic infikovanych
L. major (Obrazek 10). Rozdil v procentu infikovanych samic mezi skupinami byl tésné nad hranici
statistické signifikance (P = 0,070, ,> = 4,825). Leishmanie se vidy vyskytovaly v endoperitrofickém

prostoru (Obrazek 11).

Ctvrty den po sani bylo nalezeno 15,8 % samic infikovanych L. donovani a 67,6 % samic
infikovanych L. major (Obrazek 10). Podil infikovanych samic byl u L. donovani signifikantné nizsi oproti
ostatnim skupindm (P < 0,001, d.f. = 2, ,? = 21,29). Leishmanie druhu L. donovani se vyskytovaly pouze
v abdomindlnim mezenteronu, L. major se v nékterych stfevech vyskytovaly v thorakalnim
mezenteronu a v kardii a u 3 samic uz dokonce kolonizovaly stomodealni valvu, stejné jako u kontrolni

L. infantum (Obrazek 11).

Desaty den po sani byly detekovany pouze 3 % samic infikovanych L. donovani a 69 % samic
infikovanych L. major (Obrazek 10). Podil infikovanych samic L. donovani byl vyrazné nizsi oproti
ostatnim skupinam (P < 0,001, d.f. = 2, ,*> = 35,909). Ve viech skupindch se tvofily silné infekce a

leishmanie kolonizovaly stomodeadlni valvu (Obrazek 11).
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Obrazek 10 - Intenzita infekce samic P. tobbi ze 4 pokust; CUK3 — hybrid L. infantum/L. donovani (kontrola), DON — L.
donovani, MAJ — L. major; Cisla nad jednotlivymi sloupci znazornuji pocet pitvanych samic
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Obrazek 11 - Lokalizace infekce u samic P. tobbi ze 4 pokus(; CUK3 — hybrid L. infantum/L. donovani (kontrola), DON — L.
donovani, MAJ — L. major, EP — endoperitroficky prostor, AMG — abdominalni mezenteron, TMG — thorakalni mezenteron,
SV — stomodealni valva
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Intenzity infekci desaty den po sani byly u flebotomu infikovanych L. major porovnavané
s kontrolni L. infantum také pomoci gqPCR. Bylo otestovano 14 stiev infikovanych L. major a 6 stfev
infikovanych kontrolni L. infantum (Obrazek 12). U L. donovani nemohla byt gPCR provedena, protoze
byla infikovand jen jedna samice a jeji stfevo bylo pouZito na roztlakovy preparat za ucelem zjisténi
poméru morfologickych forem. Vétsi pocty parazitli byly detekovany v kontrolni skupiné s hybridem L.
infantum/L. donovani (CUK3), rozdil v medianech hodnot ani jejich distribuci vSak nebyl signifikantni

(Neparametricky Medianovy test P =0,628; Kruskal-Wallis(iv test P = 0,099).
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Obrazek 12 - Kvantitativni srovnani po¢tu parazitQ ve stfevé P. tobbi 10. den po séni; CUK3 — hybrid L. infantum/L. donovani
(kontrola), MAJ — L. major

Oba sledované druhy leishmanii vytvarely ve flebotomech metacyklicka stadia (Obrazek 13).
Rozdil v zastoupeni metacyklickych forem nebyl signifikantné odlisny od kontrolni L. infantum, ale u L.

major bylo metacykl(i zastoupeno signifikantné vice, nez u L. donovani (P < 0,001, d.f. = 4, ,> = 74,431).
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Obrazek 13 - Zastoupeni jednotlivych forem leishmanii v P. tobbi 10. den po sani; CUK3 — hybrid L. infantum/L. donovani
(kontrola), DON — L. donovani, MAJ — L. major; a,b — pismenka oznaduji kategorie, jejichZ zastoupeni se mezi druhy
signifikantné nelisilo
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Ukdzalo se, Ze také P. tobbi podporuje vyvoj jak L. donovani, tak i L. major. Podil samic
infikovanych L. donovani byl ale Ctvrty a desaty den po sani velice nizky, jesté nizsi, nez v P. perniciosus

(kapitola 4.1.1).

4.1.3 Vyvoj L. donovani a hybrida L. infantum/L. donovani v P. argentipes

ProtoZe procento samic infikovanych druhem L. donovani bylo v P. perniciosus i P. tobbi signifikantné
nizsi nez u ostatnich skupin, rozhodli jsme se v ramci stejného pokusu infikovat P. perniciosus a
prokazaného pfenasece L. donovani v jizni Asii, druh P. argentipes. Pro srovnani byla jedna skupina P.
argentipes infikovana také hybridem L. infantum/L. donovani (CUK3), ktery byl pouzit jako kontrola pfi

pokusech s P. tobbi.

Druhy den po sani se procenta infikovanych samic mezi sebou vyznamné nelisila (P = 0,245,

d.f.= 2, 2=2,812).

Ctvrty den po sani uz leishmanie ve viech skupinach kolonizovaly stomodedlni valvu (Obrazek
15), ale rozdil v procentech infikovanych samic byl u obou skupin infikovanych L. donovani signifikantné

niz8i nez u hybrida L. infantum/L. donovani v P. argentipes (P = 0,002, d.f. =2, .2 = 12,541).

Jak je patrné z obrazk(i 14 a 15, 10. den po sani prevazovaly ve vSech skupinach silné infekce
s kolonizovanou stomodealni valvou a podil infikovanych samic byl opét u druh( P. perniciosus a P.
argentipes, které byly infikované L. donovani, signifikantné nizsi, nez tvofil hybrid L. infantum/L.

donovani v P. argentipes (P = 0,004, d.f. = 2, ,> = 10,986).
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Obrazek 14 - Intenzita infekce samic P. perniciosus a P. argentipes ze 2 pokusQ; ARG — P. argentipes, PER — P. perniciosus,
DON — L. donovani, CUK3 — hybrid L. infantum/L. donovani; Cisla nad jednotlivymi sloupci zndzornuji pocet pitvanych samic
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Obrazek 15 - Lokalizace infekce u samic P. perniciosus a P. argentipes ze 2 pokust; ARG — P. argentipes, PER — P. perniciosus,
DON - L. donovani, CUK3 — hybrid L. infantum/L. donovani, EP — endoperitroficky prostor, AMG — abdominélni mezenteron,
TMG —thorakalni mezenteron, SV — stomodealni valva
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4.1.4 Vyvoj dvou kmenu L. martiniquensis v P. perniciosus

Druhy den po sani byly pozorovany infekce u 60,7 % samic infikovanych thajskym kmenem L.
martiniquensis (MHOM/TH/2019/Cu2) a 70,4 % samic infikovanych ¢eskym kmenem L. martiniquensis
(MEQU/CZ/2019/Aigl) (Obrazek 16). Procenta infikovanych samic se mezi skupinami statisticky
vyznamné neliSila (P = 0,097, d.f. = 2, ,> = 4,85). Leishmanie se vyskytovaly v endoperitrofickém

prostoru (Obrazek 17).

Ctvrty a deséty den po sani nebyly nalezeny 74dné infikované samice ani jednim z kmen@ L.
martiniquensis, zatimco kontrolni L. infantum se vyvijela standardné, tvofila silné infekce a
kolonizovala stomodealni valvu (Obrdzky 16 a 17). To znamen3, Ze leishmanie neprezily defekaci a
nedokazaly vytvéret zralé infekce, P. perniciosus tedy neni kompetentnim prenaseéem L.

martiniquensis.
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Obrazek 16 - Intenzita infekce samic P. perniciosus ze 2 pokusU; INF — L. infantum (kontrola), CU2 — thajsky kmen L.
martiniquensis, AIG — ¢esky kmen L. martiniquensis; Cisla nad jednotlivymi sloupci znazorniuji pocet pitvanych samic
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Obrazek 18 — Thajsky kmen L. martiniquensis (CU2) na roztlakovém preparatu ze stfeva P. perniciosus
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4.1.5 Vyvoj dvou kmenu L. martiniquensis v P. tobbi

Druhy den po sani bylo 84,4 % samic infikovanych thajskym kmenem L. martiniquensis a 76,7 % samic
infikovanych ¢eskym kmenem L. martiniquensis (Obrazek 19). Procenta infikovanych samic se mezi
sebou statisticky vyznamné nelisila (P = 0,383, d.f. = 2, ,2 = 1,833). Leishmanie se vyskytovaly

v endoperitrofickém prostoru (Obrazek 20).

Ctvrty a desaty den po sani nebyly nalezeny 7adné infikované samice ¢eskym kmenem L.
martiniquensis. Slabé infekce thajskym kmenem L. martiniquensis byly pozorovany u 2 samic ¢tvrty den
po sania u jedné samice desaty den po sani (Obrazek 19). Rozdily v procentech infikovanych samic byly
tedy signifikantné nizsi oproti kontrolnim skupindm s hybridem L. infantum/L. donovani, ktery se vyvijel
standardné (P < 0,001, ,*> = 78,184 ¢&tvrty den po séni a P < 0,001, ,> = 69,263 desaty den po sani). Ve
vSech trech pfipadech se leishmanie vyskytovaly v abdomindlnim mezenteronu (Obrazek 20) a ve

stfevech flebotom{ byla stale pfitomna krev, tudiz jesté nedoslo k defekaci.

P. tobbi tedy neni kompetentnim prenaseCem L. martiniquensis, leishmanie neprezivaly
defekaci a nedokdzaly vytvéret zralé infekce. Kontrolni hybrid L. infantum/L. donovani se vyvijel

standardné, tvorily se silné infekce a leishmanie kolonizovaly stomodealni valvu (Obrazky 19 a 20).
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Obrazek 19 - Intenzita infekce infikovanych samic P. tobbi ze 4 pokus(; CUK3 — hybrid L. infantum/L. donovani (kontrola),
CU2 —thajsky kmen L. martiniquensis, AlG — ¢esky kmen L. martiniquensis; Cisla nad jednotlivymi sloupci zndzoriuji pocet
pitvanych samic
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Obrazek 20 - Lokalizace infekce infikovanych samic P. tobbi ze 4 pokust; CUK3 — hybrid L. infantum/L. donovani (kontrola),
CU2 —thajsky kmen L. martiniquensis, AIG — ¢esky kmen L. martiniquensis, EP — endoperitroficky prostor, AMG —
abdominalni mezenteron, TMG — thorakalni mezenteron, SV — stomodealni valva

4.1.6 Pokusy se Sergentomyia minuta

Pavodnim cilem bylo otestovat vnimavost S. minuta k vybranym druhdm leishmanii stejné jako u P.
perniciosus a P. tobbi. Nicméné kolonie S. minuta zalozena v nasi laboratofi odmitd sat krev za
standardnich podminek - na sklenéném krmitku s kureci kizickou - jako ostatni druhy kolonizovanych
flebotomu. Rozhodli jsme se tedy, vyzkouset jiné usporadani pokusu a obménovat typy membran i

zdroj krve.

Typ membrany 1. pokus 2. pokus
Kureci kdzicka 0/100 0/100
Prasedi stfevo 0/100 0/100
Uméla membrana 0/100 0/100
Kureci klzZicka se zaschlou krevni plazmou 0/100 0/100
Umélad membréana se zaschlou krevni plazmou 0/50 0/100

Tabulka 11 — Pocty nasatych samic S. minuta na jednotlivych typech membrdan na sklenéném krmitku
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Jak je vidét v Tabulce 11, samice S. minuta odmitaly sat i na ostatnich typech membran. Pro

tyto pokusy byla pouZita berani krev.

Uspééné nebyly ani pokusy s Hemotekem, kde byla pouZita jako membrana kureci kiZicka a

berani krev. Ze 160 samic se opét nenasala ani jedna.

Dale jsme také zkouseli pouZzit jiny zdroj krve. Kolegové z laboratore délali pokusy s ptaci a plazi
krvi a obménou denni doby, intenzity svétla, vihkosti i teploty i s pfidanim exkrement( gekona jako
atraktans, které byly netspésné (zatim nepublikovano). My jsme se rozhodli zkusit lidskou krev, kdy se

ze 450 samic nasala pouze jedna.

4.2 Sbhér a analyza tiplika a dalSich vektort v oblastech vyskytu autochtonnich
leishmaniéz u koni v Ceské republice

V roce 2022 a 2023 probihaly terénni odchyty tiplikl v oblastech vyskytu leishmanidz u koni (Slatifany,
Usti nad Labem), které jsou povazovany za autochtonni a kde jako infekéni agens byla identifikovéna
L. martiniquensis (Jahn, Modry, Votypka, zatim nepublikovano). Nachytané samice tiplikd byly
roztfidéné na nenasdaté, nasaté a vykladené. Samice, které uz byly v kontaktu s hostitelskou krvi
(nasaté, vykladené) a tedy i s potencidlnimi patogeny, byly uréené do druhu a pomoci nested PCR na
SSU rRNA a nasledné sekvenace otestovdny na pfitomnost leishmanii, popfipadé jinych

trypanosomatid. Tiplici byly podle druhu a lokality rozdéleni do poolt po 50 jedincich.

4.2.1 Sbér tiplika v hfebcinu ve Slatinanech

Prvni lokalitou, kde probihaly odchyty v kvétnu a v zafi 2022, byl hiebcin ve Slatinanech. V kvétnu 2021
byla u klisny plemene starokladrubsky ki diagnostikovdna leishmaniéza zplsobena L. martiniquensis.
Tato klisna se v hiebcinu ve Slatinanech narodila a 5 let zde byla chovana. V fijnu 2020 byla prodana
na jizni Slovensko, nicméné u ni uz v dobé prodeje byla zaznamendana alopecie v misté pozdé;jsi léze.

Predpoklada se tedy, Ze k ndkaze doslo ve Slatifnanech (Jahn, Modry, Votypka, zatim nepublikovano).

CDC svételné pasti zde byly umisténé uvnitf dvou velkych stdji. Odchyty v zafi trvaly dvé noci.
Vzdy jsme méli rozmisténé Ctyfi pasti, dvé v jedné stdji a dvé ve druhé. Odchytl v kvétnu jsem se kvdali

bakalafské obhajobé a statnicim nezucastnila.

Pfi obou odchytech na této lokalité byly chyceny pouze dva druhy tiplikll viz tabulka 10. Silné
zde dominovali tiplici z komplexu Culicoides obsoletus (98,1 %). Do tohoto komplexu patfi ¢tyfi druhy
— C. obsoletus, C. scoticus, C. dewulfi a C. chiopterus, jsou vSak od sebe morfologicky témér
nerozpoznatelné (Mathieu et al., 2012; Kluiters et al., 2016), a tak jsme se rozhodli tyto tipliky urcit

jako C. obsoletus komplex. DalSim druhem na této lokalité byl C. punctatus.
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Celkem bylo analyzovano 70 pooll a Zadny nebyl pozitivni na DNA leishmanii. Z jarniho odchytu
bylo 13 pooli s tipliky z komplexu C. obsoletus podle algoritmu BLAST a nukleotidové databize NCBI
pozitivnich na Herpetomonas ztiplika s podobnosti 97-99 % k izolatim Herpl a Herp2 (Bernotiené et
al.,, 2020). Z podzimniho odchytu byly opét 2 pooly s tipliky z komplexu C. obsoletus pozitivni na

Herpetomonas ztiplika s podobnosti 98,39 % a 98,26 % k izolatu Herp1 (Bernotiené et al., 2020).

Kvéten 2022 Zari 2022 Dominance
Druhy nachytanych tiplik{ N \" N Vv Celkem % druhu
C. (Avaritia) obsoletus komplex 1550 850 668 209 3277 98,1 eudominantni
C. (Culicoides) punctatus 0 30 12 22 64 1,9 recedentni

Tabulka 12 — Pfehled druhd nasatych a vykladenych samic tiplik( v hfebéinu ve Slatifanech; N — nasaté samice, V —

vykladené samice

4.2.2 Sbér tiplik v Usti nad Labem

Druha lokalita odchytu tiplikG se nachazela v Usti nad Labem. Jednalo se o ohradu se ¢tyfmi kofimi
s drevénym pristfeskem. Jeden z koni byl vroce 2023 nakazeny leishmanidézou zplsobenou L.
martiniquensis (Jahn, Modry, Votypka, zatim nepublikovano). Zde probihaly jednodenni odchyty, a to
dva v kvétnu a jeden v Cervenci 2023. Vzdy byly pokladany ¢tyfi CDC svételné pasti, hlavné v okoli

pristresku s koAmi.

| pres to, Ze pocty nachytanych tiplikd nebyly tak velké jako ve Slatinanech, byla zde druhova
diverzita pestiejsi. Opét bylo nejvice nachytanych samic z komplexu Culicoides obsoletus (74 %), ale
objevuji se i druhy C. punctatus, C. circumscriptus, C. furcillatus, Forcipomyia pulchrithorax a F.
bipunctata viz tabulka 11. Konkrétni druhy tiplik( z rodu Forcipomyia a C. furcillatus byly uréené
pomoci jednokrokové PCR na cytochrom oxidazu a nasledné sekvenace s podobnostmi 99,5-100 % za

pouziti algoritmu BLAST a nukleotidové databaze NCBI.

Z4dny vzorek z 27 testovanych nebyl pozitivni na DNA leishmanii. Jeden pool s vykladenymi
samicemi z komplexu C. obsoletus z ¢ervencového odchytu byl podle algoritmu BLAST a nukleotidové
databaze NCBI pozitivni na Trypanosoma sp. ze skupiny T. theileri s podobnosti 99,64 % k izolatim
D1587, D1585, D1707 a D1705 (Brotankova et al., 2022).
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Kvéten 2023 Cervenec 2023 Dominance

Druhy nachytanych tiplikt N Vv N Vv Celkem % druhu
C. (Avaritia) obsoletus komplex 5 8 20 55 88 74 eudominantni
C. (Culicoides) punctatus 1 0 17 5 23 19,3 eudominantni
C. (Oecacta) furcillatus 0 0 2 1 3 2,5  subdominantni
C. (Beltranmyia) circumscriptus 0 0 0 2 2 1,7 recendentni
F. (Forcipomyia) pulchrithorax 0 1 0 1 2 1,7 recendentni
F. (Forcipomyia) bipunctata 0 0 0 1 1 0,8 subrecendentni

Tabulka 13 — Prehled druh( nasatych a vykladenych samic tiplikd v Usti nad Labem; N — nasaté samice, V — vykladené

samice

4.2.3 PCR analyza pfenasecd nasatych na infikovaném koni

B&hem jednoho z kvétnovych odchytd v Usti nad Labem vroce 2023 byl na koni infikovaném
leishmanidzou odchycen i jiny krevsajici hmyz nez tiplici, konkrétné 18 nasatych muchnicek a 2 nasata
kligtata. Ucelem bylo zjistit, zda se v pravé nasaté krvi jesté vyskytuji parazité. Z hmyzu byla vyizolovana
DNA, ktera byla testovand pomoci jednokrokové PCR na HSP70 na pfitomnost leishmanidlni DNA.

Vsechny vzorky byly negativni.

4.2.4 Izolace L. martiniquensis pomoci xenodiagnostiky

Na infikovaném koni v Usti nad Labem byla v kvétnu 2023 provedena xenodiagnostika (Obrazek 21),
chtéli jsme se tak pomoci sani samicek krevsajictho hmyzu pokusit ziskat dalsi cesky kmen L.
martiniquensis. Na xenodiagnostiku byly pouzity druhy flebotomu P. duboscgi a P. papatasi. Tyto druhy
flebotomi byly vybrany, protoZe ochotné a rychle saji na hostitelich, a protoZze dosud nemame k
dispozici pfenasece leishmanii z podrodu Mundinia. Tito flebotomové slouzili pouze k ziskani nasaté

krve a za 24 h byli vypitvani a stfevo s nasatou krvi bylo ddno na kultivaci na krevni agar.

Celkem bylo na kultivaci pouzito 18 stfev z nasatych flebotom( a také 2 stfeva z nasatych
tiplikd, ktefi byli chyceni pfi sdni pomoci exhaustoru na infikovaném koni. Po tfech tydnech kultivace

stfev v krevnim agaru nebyla zjisténa pritomnost leishmanii.

Zbylych 30 nasatych samic flebotom( bylo rozdéleno do poolli po 5 a byla z nich vyizolovana
DNA, ktera byla ndsledné testovand pomoci jednokrokové PCR na HSP70 za ucelem detekce DNA

leishmanii. VSechny vzorky byly negativni.

Negativni vysledky v kapitolach 4.2.3 a 4.2.4 nejspiSe naznacuji, Ze v této dobé jiz kin po

preléceni nemél v okoli |éze Zivotaschopné leishmanie pfistupné sani hmyzu.
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Obrazek 21 — Xenodiagnostika provadéna okolo kozni Iéze

4.2.5 Experimentalni infekce nachytanych tipliki

S nachytanymi nenasatymi samicemi tiplikél z odchytu v ¢ervenci 2023 v Usti nad Labem byla déland
dvé pokusna sani (Obrazek 22). Ugelem bylo zkusit, zda nachytané samice budou ochotné st na
krmitku za standartnich laboratornich podminek, aby bylo moZno testovat jejich kompetenci pro L.

martiniquensis.

V prvnim experimentu bylo k dispozici 167 nenasatych samic tiplikd, 157 z nich patfilo do
komplexu C. obsoletus a 10 C. punctatus. Pro tento experiment byl pouzit thajsky kmen L.

martiniquensis, ale Zddna samice se nenasala.

V druhém experimentu bylo k dispozici 170 nenasatych samic, které nebyly uréované do
druhu. Zde byl pouzit ¢esky kmen L. martiniquensis. V tomto pokusu se nasdlo 6 samic, ale pouze jedna
preZila do 10. dne po sani (leishmanie by uz mély vytvaret zralé infekce) a jeji stfevo bylo negativni na

pfitomnost leishmanii.

45



Obrazek 22 — Infekéni sani s nachytanymi tipliky

4.2.6 MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

Sest nasdatych samic z odchytd v Usti nad Labem bylo pouZito na MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii
za Ucelem zjisténi zdroje nasaté krve. Bylo pouZito 5 nasatych samic z komplexu C. obsoletus a jedna
C. furcillatus. |dentifikace zdroje krve se povedla pouze u 3 samic z komplexu C. obsoletus a potvrdila,
Ze zdrojem krve byl k(. Ukazuji nam to jednotlivé piky hemoglobinu v ziskaném proteinovém profilu,

které jsou druhové unikatni (Obrazek 23).
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Obrazek 23 — MALDI-TOF proteinovéd mapa homogenizované nasaté samice z komplexu C. obsoletus s piky hostitelské alfa

(HBA) a beta (HBB) podjednotky hemoglobinu
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5 Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo otestovat, zda vybrané evropské druhy flebotomid podporuji vyvoj
leishmaniii, které se v Evropé zacinaji objevovat a screening tiplik(i nachytanych v oblastech vyskytu
autochtonnich ndkaz leishmanidzou. Jesté do nedavna byla leishmaniéza nemoci tropickych a
subtropickych oblasti a v jizni Evropé se v mediterannich oblastech endemicky vyskytovala témér
vyhradné jen L. infantum (Maia et al., 2023), pouze v Recku byla sporadicky popisovana L. tropica
(Garifallou et al., 1984; Christodoulou et al., 2012; Berriatua et al., 2021). V poslednich letech se ale do
jizni Evropy zacinaji Sifit dal$i druhy leishmanii a dokonce se zacinaji objevovat autochtonni pfipady
leishmanidz i ve stiedni Evropé. Podle vSech predikci tento trend bude pokracovat, stejné jako u dalSich
patogenl prenasenych hmyzem (shrnuto Caminade et al.,, 2019; shrnuto v Maia, 2024). Proto je
dlleZité testovat, nakolik druhy flebotom( hojné rozsifené v Evropé budou schopny podporovat vyvoj

novych druh( leishmanii.

Pro nase pokusy byly vybrany tfi druhy flebotomU — P. perniciosus, P. tobbi a S. minuta, jejichz
kolonie jsou zavedené v nasi laboratofi. Druhy P. perniciosus a P. tobbi patfi oba do podrodu
Larroussius a jsou dllezitymi vektory L. infantum (Dvorak et al., 2018; Maia et al., 2023). Flebotomové
z podrodu Larroussius jsou zndmi svou permisivitou (shrnuto v Dostalova a Volf, 2012), to znamena, Ze
podporuji vyvoj vice druh( leishmanii. V roce 2019 publikovala nase laborator studii, ktera se zabyvala
vyvojem dvou rGznych kmenQ L. tropica pravé v P. perniciosus a P. tobbi. Ukazalo se, Ze oba kmeny se
v téchto druzich flebotomi dokazaly Uspésné vyvijet, 8. den po sani se vytvarely silné zralé infekce,
dochazelo ke kolonizaci stomodealni valvy a tvofili se metacykli¢ti promastigoti. Predpoklada se tedy,
Ze by P. perniciosus a P. tobbi mohly hrat roli v pfenosu L. tropica v oblastech, kde se nevyskytuji jeji
potvrzeni prenaseci (Vaselek a Volf, 2019). Podobné vysledky s P. perniciosus mél i Bongiorno et al.
(2018), tato studie navic demonstruje i pfenos L. tropica na hostitele. Tento druh leishmanie tedy jiz
nebyl zahrnut do mé diplomové prace, ale soustiedila jsem se na druhy leishmanii, které se v Evropé
zacinaji vyskytovat nové, tzn. L. major, L. donovani a L. martiniquensis (viz Gvodni literarni prehled).
ProtoZe urcitd data o vyvoji L. major a L. donovani byla publikovand ve studii zamérené na vyvoj
hybridniho kmene L. infantum/L. donovani v rGznych druzich flebotomd (Seblova et al., 2015a), pouZili

jsme v nasich pokusech kmeny z jinych geografickych oblasti vyskytu téchto druhl leishmanii.

Vysledky ukazuji, Ze P. perniciosus i P. tobbi podporuji velice dobre vyvoj lybijského kmene L.
major. V obou druzich se desaty den po sani vyvinuly silné zralé infekce s kolonizaci stomodealni valvy
a tvorili se metacykli¢ti promastigoti. U obou druhi bylo desaty den po sani témér 90 % testovanych
samic infikovano a témér u vSech byla kolonizovana stomodealni valva. Procenta infikovanych samic

byla zcela srovnatelna s kontrolni skupinou flebotom(, ktera byla infikovana L. infantum. Naproti tomu
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ve studii (Seblova et al., 2015a) s izraelskym kmenem L. major bylo sice sedmy a? devéty den po sani
infikovdno okolo 75 % procent samic P. tobbi, ale jen asi ve 20 % infikovanych samicich byly

zaznamenané silné infekce a pouze u 11 % doslo ke kolonizaci stomodealni valvy (Seblova et al., 2015a).

Nase vysledky dale ukazuji, Ze v P. perniciosus a P. tobbi se dokaze vyvijet i asijsky kmen L.
donovani z Nepalu. Desaty den po sani byl ale infikovan signifikantné nizsi pocet infikovanych samic
nez u kontrolni skupiny s L. infantum. Nicméné jednalo se o silné infekce, kde leishmanie kolonizovaly
stomodealni valvu a tvofily metacyklickd stadia. Oproti tomu v jiz zmifiované studii Seblové et al.
(2015a) tvorily kmeny L. donovani z Kypru a Etiopie v P. perniciosus silné infekce s kolonizaci

stomodedlni valvy osmy den po sani u vice nez 80 % samic (Seblova et al., 2015a).

Nabizela se tedy otdzka, zda nepadlsky kmen je méné kompatibilni s evropskych druhem
flebotoma, ale ve svém asijském prenaseci by se vyvijel Iépe. Rozhodli jsme se tedy timto kmenem
v ramci stejného pokusu infikovat P. perniciosus a P. argentipes, ktery je v jizni Asii prokdzanym a
dominantnim prfenase¢em tohoto druhu leishmanie. Pro srovnani jsme jednu skupinu P. argentipes
infikovali také hybridem L. infantum/L. donovani, ktery byl pouZit jako kontrola pfi experimentalnich
infekcich s P. tobbi. Leishmania donovani se v obou druzich flebotomU vyvijela srovnatelné, podil
infikovanych samic se desaty den po sani pohyboval okolo 50 %, zatimco u P. argentipes infikovanych

hybridem L. infantum/L. donovani byla procenta infikovanych samic signifikantné vyssi.

Z uvedenych dat mimo jiné vyplyva, Ze rizné kmeny leishmanii, které se do Evropy mohou sifit
z rliznych geografickych oblasti, se mohou lisit kvalitou infekci pfenasecu, potazmo epidemiologickycm
vyznamem. Nelze ovSsem vyloucit, Ze nizkd procenta infekci pozorovand u nepalského kmene v obou
druzich flebotoma jsou spojena s historii kmene v laboratofich. | kdyz byl izolovan pozdéji, nez tfeba
libyjsky kmen L. major, mohl projit bottle-neckem spojenym se ztratou nékterych gen(/vlastnosti.
Z metodického hlediska z nasich pokusl v kazdém pripadé plyne, Ze pro vylouceni urcitého druhu
flebotoma jako kompetentniho prenasece urcitého druhu leishmanie je optimalni otestovat alespon
dva kmeny/izolaty parazita. Rozdilny vyvoj kmenU stejného druhu leishmanie v prenasecich uz byl
popsan dfive. Pfi pokusech s péti kmeny L. major bylo zaznamendno, Ze nevirulentni nebo mdlo
virulentni kmeny se v prenaseci vétSinou nevyvijely tak dobre, jako virulentni kmeny, i kdyz toto
pravidlo neplatilo stoprocentné, takze faktory ovliviiujici vyvoj v hostiteli a prenaseci se mohou lisit
(Cihakova a Volf, 1997). Nicméné oba nami testované druhy flebotom@ z podrodu Larroussius — P.
perniciosus a P. tobbi podporuji vyvoj L. donovanii L. major a mohly by tedy byt potencialnimi prenaseci
téchto leishmanii v Evropé, ve své budouci dizertacni praci bych tyto hypotézy chtéla definitivné

potvrdit pfenosovymi experimenty na hostitele.
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Naopak experimentalniinfekce s L. martiniquensis ukazaly, Ze tyto dva druhy flebotomu nejsou
jejimi kompetentnimi prenaseci. Leishmanie neprezivaly defekaci a nedokazaly vytvofit silné zralé
infekce. L. martiniquensis je jednim z Sesti druhl v podrodu Mundinia. U téchto leishmanii se diskutuje,
7e jejich prenaseti nejspis nejsou flebotomové, jako u ostatnich podrod(i leishmanii, ale tiplici (Seblova
et al., 2015b; Barratt et al., 2017; Butenko et al., 2019; Chanmol et al., 2019; Becvar et al., 2021). U L.
macropodum, ktera se vyskytuje v Australii, byly pozorovany silné infekce u odchycenych tiplik rodu
Forcipomyia (Dougal et al., 2011) a nasvédcuji tomu i experimenty s laboratorné chovanymi flebotomy.
Napriklad ve studii Chanmol et al. (2019), kde se autofti zabyvali vyvojem L. orientalis ve flebotomech
Lutzomyia longipalpis a v tiplicich Culicoides soronensis, leishmanie ve flebotomech neprezivaly
defekaci, stejné jako v nasich pokusech. Oproti tomu v tiplicich od 3. dne po infekénim sani leishmanie
kolonizovaly stomodeadlni valvu a tvofily infekéni metacyklické promastigoty (Chanmol et al., 2019).
Podobné vysledky pfi experimentech s C. soronensis méli i kolegové z nasi laboratore, ktefi prokazali,
Ze vsech pét v té dobé znamych druhi leishmanii z podrodu Mundinia se 1épe vyviji v tiplicich nez ve
flebotomech, a u tfi druhl byl dokonce prokazan prenos na hostitele. Pouze u pokusl s P. argentipes,
ve kterych byli tito flebotomové infikovani L. martiniquensis a L. orientalis, dochazelo u nékterych
samic k tvorbé zralych infekci a kolonizaci stomodealni valvy (Becvar et al.,, 2021). Ani zapojeni
flebotomi do prenosu leishmanii z podrodu Mundinia nelze tedy vyloudit, bylo by tfeba ovérit také

hostitelskou kompetenci druh(, které jesté nebyly kolonizovany.

Dalsim druhem flebotoma, u kterého jsme chtéli testovat jeho vnimavost k leishmaniim byla
Sergentomyia minuta. Zastupci tohoto rodu jsou obecné povazovani za herpetofilni druhy flebotomu
(Killick-Kendrick et al., 1986), nicméné u S. minuta bylo zaznamendno i antropofilni chovani (Bennai et
al., 2018; Gonzélez et al., 2020; Ticha et al., 2023). Také S. schwetzi pomérné ochotné saje na savcich
(Lawyer et al., 1990; Polanska et al., 2020) a v nasich chovech se k udrZovani téchto flebotomu
pouzivaji vyhradné mysi. Flebotomové z rodu Sergentomyia jsou prenaseci leishmanii z podrodu
Sauroleishmania, které parazituji u plaz( (Killick-Kendrick et al., 1986; Lainson a Shaw, 1987).
Konkrétné S. minuta je potvrzenym pienaseCem L. tarentolae, coZz je nepatogenni parazit gekon(
(Lewis a Ward, 1987). V jizni Evropé byla ale v S. minuta uz nékolikrat detekovana DNA L. infantum a L.
major (Campino et al., 2013; Pereira et al., 2017; Latrofa et al., 2018; Abbate et al., 2020). Nicméné
samotny ndlez DNA neznamend, e parazit je danym druhem prendsen na hostitele (Seblova et al.,
2014). Kompetence tohoto druhu k leishmaniim nebyla dosud experimentalné testovana, a proto
nasim cilem bylo tyto pokusy provést. Ukdzalo se ale, Ze samice kolonie S. minuta, kterd je nové
zavedena v nasi laboratofi, odmitaji sat berani krev na sklenéném krmitku s kureci kZickou, coz je
standardni metoda experimentalnich infekci. Rozhodli jsme se tedy vyzkousSet jiné typy membran

(prasedi stfevo a uméla membrana), ale ani to nebylo Uspésné. Kolegové z laboratore zkouseli pouZzit
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jako membranu i plazi k(zi, ale bez Uspéchu (zatim nepublikovano). V pokusech s kufeci kdzZickou a
umélou membrdnou jsme také zkouseli pokryt vnéjsi stranu membrdny zaschlou krevni plazmou
(osobni sdéleni Petr Volf), protoZe pfi pokusech s jinymi druhy flebotomu jsme zaznamenali vy$si pocty
nasatych samic (zatim nepublikovdno), ale ani to nepomohlo. Dalsi variantou bylo misto sklenéného
krmitka, které je napojené na vodni lazen, pouzit Hemotek, kdy se sitka s flebotomy poloZi na zasobniky
naplnéné krvi s kureci kGzickou a samice tak nemuseji sat vzhliru nohama. Nékteré studie na tiplicich
ukazuji, Ze pravé tento jev mize mit vliv na Uspésnost sani samic (de Beer et al., 2021), ale v nasem
pripadé se opét nenasdla ani jedna. Posledni variantou v nasich pokusech bylo zkusit jiny zdroj krve.
Jak uz bylo zminéno vyse, pro experimentalni sani se v nasi laboratofi pouzivd berani krev. Kolegové
z laboratore zkouseli ptaci a plazi krev. Bylo provedeno nékolik pokust, kdy byly vyzkouseny i rizné
podminky pfi sani — rizna teplota, vlhkost, faze dne. Ze sedmi pokusl se pouze pfi jednom nasaly 3
samice z celkovych 150. Pfi tomto pokusu byla pouzita ptaci krev a pokus probihal v noci pfi 32 °C a za
vysoké vlhkosti (zatim nepublikovano). My jsme v této diplomové praci poufZili jako dalsi zdroj krve
lidskou krev. Z celkem 450 samic, které byly k tomuto pokusu poufZity, se nasala pouze jedna. Kvali
neochoté samic S. minuta sat na rlznych typech membran, s rlznym zdrojem krve a za rlznych
podminek tedy prozatim neni moZné experimentdlné otestovat, zda tento druh podporuje vyvoj
leishmanii patogennich pro ¢lovéka. Co se tyce ostatnich druhd z rodu Sergentomyia, dikladné byl
testovan jen druh S. schwetzi, ktery nepodporuje vyvoj L. major ani L. donovani (Lawyer et al., 1990;

Kaddu et al., 2011; Sadlova et al., 2013).

Béhem svého magisterského studia jsem se také zucastnila odchytl Phlebotomus mascittii ve
Slovinsku a Rakousku. P. mascittii je nejsevernéji se vyskytujicim druhem flebotoma v Evropé (Dvorak
et al., 2016; Dvorak et al., 2018; Kniha et al., 2021). Kolonie tohoto druhu flebotoma je momentalné
zakladana v nasich chovech a ve své dizertacni praci bych také chtéla otestovat jeho kompetenci

k vyvoji leishmanii.

Druhou ¢asti této diplomové prace byla analyza tiplikG v oblastech vyskytu autochtonnich
nalezl L. martiniquensis v Ceské republice. L. martiniquensis byla ve stfedni Evropé poprvé
zaznamendna v roce 2009 v Némecku a ve Svycarsku u koni (Miiller et al., 2009). V Ceské republice
byly zatim zaznamendny tfi takové ptipady. V prvnim pripadé se jednalo o ¢tyfletou klisnu plemene
achaltekinsky kan v Olomouckém kraji, ktera byla dva roky pfed objevenim |éze importovana z Ukrajiny
do Ceské republiky, a tak neni zcela jasné, kde se nakazila. Druhym pfipadem byla $estileta klisna
plemene starokladrubsky kin, kterd se narodila v hiebcinu ve Slatifanech a ve svych péti letech byla
prodana na Slovensko. O mésic pozdéji se ji pod pravym okem vytvofila Iéze a byla ji diagnostikovana
leishmanidza zplsobena L. martiniquensis. Nicméné uz v dobé prodeje u ni byla zaznamendna alopecie

v misté budouci léze, a tak se pfedpoklada, Ze se nakazila v Ceské republice. Zatim poslednim p¥ipadem
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je valach v Usti nad Labem, ktery Gdajné z Ceské republiky nevycestoval (Jahn, Modry, Votypka, zatim
nepublikovano). Jeliko? se v Ceské republice flebotomové zatim nevyskytuji, musi byt do pfenosu
zapojen jiny krevsajici hmyz. Nejblize k nam byl zaznamenan vyskyt flebotom( u nasich soused
v Némecku, Rakousku a Slovensku a jednalo se o P. mascittii (Dvorak et al., 2016; Dvorék et al., 2018;
Kniha et al., 2021). Jak uz bylo zminéno vyse, L. martiniquensis patfi do podrodu Mundinia, u kterého
se pfedpoklada, Ze je prenasen tipliky (Seblova et al., 2015b; Barratt et al., 2017; Butenko et al., 2019;
Chanmol et al., 2019; Becvar et al., 2021). Mym hlavnim Ukolem v této c¢asti diplomové prace tedy byla

druhova determinace nachytanych tiplikd a jejich screening na pfitomnost DNA leishmanii.

Na obou lokalitadch byl hmyz chytdn pomoci CDC svételnych pasti a nachytané samice tiplikd
byly roztfidéné na nenasaté, nasaté a vykladené a urcené do druhu. Ty samice, které uz byly v kontaktu

s hostitelskou krvi, a tedy i s potencidlnimi patogeny, byly otestovany na pritomnost DNA leishmanii.

Odchyty v hiebéinu ve Slatinanech probihaly v kvétnu a v zari 2022 a celkem bylo analyzovano
3341 samic tiplikd. Na této lokalité byly chyceny jen dva druhy, dominantné zde byli zastoupeni tiplici
z komplexu Culicoides obsoletus — 98,1 %. Druhym chycenym druhem byl C. punctatus. Oba tyto druhy
se Casto a ve velkych poctech vyskytuji hlavné u koni a jinych hospodafskych zvirat (Orzagh, 1980;
Radrova et al., 2016), takZe jejich vyskyt zde neni prekvapuijici. Culicoides obsoletus komplex se radi do
podrodu Avaritia a zahrnuje ¢tyfi druhy, které jsou od sebe morfologicky témér nerozeznatelné — C.
obsoletus, C. scoticus, C. chiopterus a C. dewulfi (shrnuto Campbell a Pelham-Clinton, 1960; Mathieu
et al., 2012; Kluiters et al., 2016). Proto jsme je také urcili jen jako komplex C. obsoletus. Jedna se o
vyznamné prenasece nejriznéjSich onemocnéni. Ve stredni Evropé jsou tito tiplici zodpovédni za
prenos viru BTV (Bluetongue virus), ktery zpUsobuje kataralni horecku ovci (Mehlhorn et al., 2007) a
pravdépodobné také prenaseji SBV (Schmallenberg virus), ktery mlze zplsobovat potraty nebo
narozeni deformovanych mladat u hospodafskych zvifat (Rasmussen et al., 2012; Larska et al., 2013;

Wernike et al., 2015).

Na druhé lokalité v Usti nad Labem bylo druhové sloZeni pestFejii i pies to, Ze analyzovany
vzorek byl vyznamné mensi (119 samic). Odchyty probihaly vkvétnu a cervenci 2023.
Nejdominantnéjsim druhem zde byli opét tiplici z komplexu C. obsoletus (74 %). DalSimi chycenymi
druhy byly C. punctatus, C. furcillatus, C. circumscriptus, Forcipomyia pulchrithorax a F. bipunctata. Jak
uz bylo zminéno, tiplici z komplexu C. obsoletus a C. punctatus jsou mamaliofilni a jejich masovy vyskyt
je typicky v okoli hospodaiskych zvirat (Orzagh, 1980; Radrova et al., 2016). U tfech nasatych samic
zkomplexu C. obsoletus jsme si zdroj nasaté krve ovéfili pomoci MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie, kterd nam potvrdila, Ze tyto samice tipliki opravdu sali na konich. C. furcillatus také

byva chytany v okoli dobytka a analyzy nasatych samic potvrzuji, Ze na téchto zvifatech i saje (Lassen
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et al., 2012; Vasic et al., 2019; Kasicova et al., 2021). Naopak u C. circumscriptus se predpoklada, Ze je
to nejspis ornitofilni druh (Bobeva et al., 2015). Hostitelské preference F. bipunctata a F. pulchrithorax
zatim nebyly v Zadné studii analyzovany. RGzné druhy rodu Forcipomyia preferuji rlizné potravni
zdroje, naptiklad F. taiwana je antropofilni a jeji kousnuti mlZe zpUsobovat alergické reakce (Lien,
1991), F. velox zase preferuje obojzivelniky (Desportes, 1942) a napftiklad F. paludis saje hemolymfu
jinym druhdm hmyzu (Macfie, 1936). Odchyt druhl tiplikd, jejichZ preferovanymi hostiteli nejsou kong,
hospodarska zvifata nebo lidé, mlze byt spiSe nahodny. Na rozdil od Slatifan, kde byly pasti pokladany
uvnitf staji, byly ty v Usti nad Labem nastrazovany spise venku v okoli dfevéného pfistiesku pro koné.
Navic hned vedle ohrady je les, ve kterém Ziji ptaci a dalsi zvirata, kterd mohou slouzit jako hostitelé

pro tyto druhy tiplika.

Jak uzZ bylo zminéno vyse, nasaté a vykladené samice byly analyzovdny na pfitomnost DNA
leishmanii. Nejprve byla na tyto analyzy pouzita jednokrokova PCR na HSP 70, kdy bylo testovano 8
pooll a 4 z nich vysly pozitivné. Vysledky sekvenace se ale neshodovaly s Zddnym druhem leishmanie
a tak byla pro dalsi analyzy pouZivana nested PCR na SSU rRNA. Celkem bylo analyzovano 97 pool( a
ani jeden nevysel pozitivné na DNA leishmanii. 15 poold s tipliky z komplexu C. obsoletus z odchytll ve
Slatinanech bylo pozitivnich na DNA Herpetomonas ztiplika a jeden vzorek s tipliky z komplexu C.
obsoletus z odchyt(l v Usti nad Labem byl pozitivni na DNA Trypanosoma sp. ze skupiny T. theileri.
Herpetomonas ztiplika je jednim z druht jednohostitelskych kinetoplastid, pro které jsou tiplici hostiteli
(Podlipaev et al., 2004b). DalSimi druhy jsou H. trimorpha, Sergia podlipaevi a Crithidia sp. (Svobodova
et al., 2007; Zidkova et al.,, 2010; Bernotiené et al., 2020). Zastupci z rodu Herpetomonas jsou
povaZzovani za parazity dvoukfidlého hmyzu, nicméné jejich vyskyt byl zaznamenan napfiklad i u
polokfidlych, blanokfidlych, svabd, blech nebo dokonce i u rostlin, krys a lidi se sniZenou imunitou
(Roitman et al., 1976; Fiorini et al., 2001; Podlipaev et al., 2004a; Marin et al., 2007; Morio et al., 2008;
Yurchenko et al., 2016; shrnuto ve Frolov et al., 2021). Mezi trypanosomy ze skupiny T. theileri se fadi
nékolik druhtG — T. theileri, T. cervi, T. melophagium a T. trinaperronei a jednd se o parazity
hospodarskych zvirat a jelenovitych (Hoare, 1972; Kingston a Morton et al., 1975; Rodrigues et al.,
2003; Garcia et al., 2020). Za prenasece téchto druhl trypanosom se povazuji klosi nebo ovadi
(Molyneux, 1975; Bose et al., 1987; Garcia et al., 2020). U C. obsoletus, C. pulicaris a C. punctatus
zaznamenala DNA téchto trypanosom Zderika Galkova (2010) ve své diplomové praci, ale neni jasné,
zda tiplici podporuji vyvoj téchto trypanosom a jsou schopni jejich prenosu. Pfedpoklada se ale, Ze
tiplici jsou prenasedi ptacich trypanosom. Nasvédcuji tomu nalezy pfirozenych infekci T. bennetti v C.
alazanicus, C. pictipennis, C. festivipennis a C. clastrieri (Svobodova et al., 2017) a experimentalni
infekce C. nubeculosus a C. impunctatus s T. everetti, kdy byly trypanosomy schopné vyvoje a vytvarely

metacyklicka stadia v obou testovanych druzich tiplikd (Bernotiené et al., 2020).
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Negativni vysledky analyzovanych tiplikd na DNA leishmanii ze Slatiian mize vysvétlovat fakt,
Ze odchyty hmyzu probihaly v dobé, kdy uz zde nakaZeny kin dva roky nebyl ustdjeny a u Zadného
jiného koné se léze neobjevily. U analyzovanych tiplikéi z Usti nad Labem zase mohly hrat roli pomérné
nizké pocty nachytanych samic. Navic majitelka s timto koném jezdi po celé republice na zavody, a tak

neni vylouceno, Ze se nakazil v jiné ¢asti republiky.

NakaZeny kar v Usti nad Labem mél v dobé odchyt(i na hlavé stéle jesté viditelnou lézi, a tak
jsme se rozhodli provést xenodiagnostiku za ucelem izolace dalSiho ¢eského kmene L. martiniquensis.
JelikozZ ptfenasedi téchto leishmanii nejsou znami, pouzili jsme flebotomy z nasich kolonii, konkrétné P.
duboscqi a P. papatasi a stfevni obsah byl pfenasen do média predtim, nez samicky dokoncily traveni
krve, aby nebyla pfipadnd infekce ztracena s defekaci. Na kultivaci na krevnim agaru bylo pouzito 18
stfev z nasatych samic flebotomu a také stfeva dvou nasatych tiplikd, ktefi byli chyceni exhaustorem
béhem sani na infikovaném koni, ale pfitomnost leishmanii nebyla zjisténa. Zbytek nasatych flebotom
byl otestovan pomoci PCR na DNA leishmanii, ale vSechny vzorky byly negativni. Na tomto koni byl
odchyceny i jiny nasaty hmyz (muchnicky a klistata), ktery byl také otestovan na DNA leishmanii, ale
opét byly vSechny vzorky negativni. Tyto vysledky ukazuji, Ze v této dobé byl kiin natolik preléceny, Ze

v okoli 1éze nebyly zfejmé Zivotaschopné leishmanie, které by mohl hmyz nasat.

Nenasaté samice tiplikGl z ¢ervencového odchytu v Usti nad Labem jsme se rozhodli zkusit
infikovat L. martiniquensis. Zajimalo nas mimo jiné, zda jsou nachytané samice tiplik(i viibec ochotné
sat na krmitku, protoZe planujeme v nasi laboratofi zaloZit kolonii C. obsoletus. Byly provedeny dvé
infekcni sani, kdy se pouze pfi druhém pokusu nasalo 6 samic. Pitvy probéhly desaty den po sani, to uz
by leishmanie mély vytvaret zralé infekce. Ze zmifnovanych Sesti nasatych samic preZila jen jedna a
v jejim stfevu nebyly nalezeny Zadné leishmanie. O kompetenci nasich druh tiplikd jako prenasecu L.
martiniquensis tedy zatim nelze délat zavéry. Ve své dizertacni praci bych chtéla na tyto pokusy
navazat. Nasim planem je kolonizovat tipliky druhu C. obsoletus v nasi laboratofi a nasledné testovat

jejich vnimavost k leishmaniim.
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6 Zaver

1. Testovani vnimavosti vybranych evropskych druhi flebotoml k L. major, L. donovani a L.

martiniquensis

Celkem bylo provedeno 15 experimentalnich infekci a analyzovano 1601 samic flebotom. Vysledky

Ize shrnout do nasledujicich bodu:

Phlebotomus perniciosus i P. tobbi podporuji vyvoj L. donovani. Ackoliv pouzity nepalsky
kmen infikoval nizsi procenta samic neZ kontrolni skupina, desaty den po infekci byly
pozorovany silné zralé infekce s kolonizaci stomodealni valvy a tvorba metacyklickych stadii.
Nizké procento infikovanych samic je ziejmé dano pouzitym kmenem, ktery se vyvijel stejné i
ve svém prokdzaném asijském prenaseci P. argentipes.

Phlebotomus perniciosus i P. tobbi podporuji vyvoj L. major. Severoafricky kmen L. major
tvofil v obou evropskych druzich flebotom( infekce po viech strankach srovnatelné s kontrolni
L. infantum. Leishmanie byly desaty den po infekci vZdy pfitomné ve vysokém procentu samic,
tvorily silné infekce s kolonizaci stomodeadlni valvy a pfitomnosti infekénich metacyklickych
stadii.

Phlebotomus perniciosus ani P. tobbi nepodporuji vyvoj L. martiniquensis. Cesky ani thajsky
kmen neprezivaly defekaci samic téchto evropskych druhll a nedokazaly v nich vytvéret zralé
infekce.

O kompetenci Sergentomyia minuta podporovat vyvoj leishmanii neni mozné délat zavéry,
protoZe samice laboratorni kolonie odmitaji sat na krmitku, pfestoZe bylo testovano nékolik
typd membran, krve a experimentdlnich podminek.

Z metodického hlediska naSe vysledky poukazuji na vyznam vybéru testovaného kmene
leishmanii, pro vylouceni kompetence prenasece je optimdlni pracovat alesporn se dvéma

kmeny.

2. Analyza tiplika v oblastech vyskytu autochtonnich nalezli L. martiniquensis v Ceské republice

Celkem bylo analyzovano 3341 nasétych a vykladenych samic tiplik ze Slatifian a 119 z Usti
nad Labem.

Na obou lokalitach byl eudominanti druhovy komplex Culicoides obsoletus (98,1 % ve
Slatifanech, 74 % v Usti nad Labem). Ve Slatifanech byl déle detekovan jen recedentni C.
punctatus (1.9 %), zatimco v Usti nad Labem byla druhova diverzita pestiej$i: eudominantni C.
punctatus (19,3 %), subdominantni C. furcillatus (2,5 %), recedentni C. circumscriptus (1,7 %) a

Forcipomyia pulchrithorax (1,7 %) a subrecedentni F. bipunctata (0,8 %).
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o Na pfitomnost DNA leishmanii bylo otestovano 97 pooll po maximalné 50 samicich a Zadny
pool nebyl pozitivni na DNA leishmanii. Ve Slatifianech bylo 15 pooll komplexu C. obsoletus
pozitivnich na DNA jednohostitelskych kinetoplastid Herpetomonas ztiplika, v Usti nad Labem
obsahoval jeden pool se samicemi z C. obsoletus komplexu DNA Trypanosoma sp. ze skupiny
T. theileri.

e DNA leishmanii nebyla detekovana ani u nasatych klistat a muchnicek, které saly na koni
infikovaném leishmaniézou, a pokus o izolaci L. martiniquensis pomoci xenodiagnostiky na
tomto koni byl nelspésny, po preléceni uz pravdépodobné leishmanie na misté pfistupném
sani hmyzu v okoli 1éze neprezivaly.

e Pokus o experimentalni infekci nenasatych samic tiplikd odchycenych v ptirodé ukazal, Ze
samice jsou jednak velmi mdlo ochotné sat za standardnich podminek na krmitku, jednak maji
velkou mortalitu po sani.

e Analyza krve u 3 nasatych samic z komplexu C. obsoletus pomoci MALDI-TOF hmotnostni

spektrometrie potvrdila, Ze zdrojem krve byl kan.

Na vysledky své diplomové prace bych chtéla navazat ve svém dizertacnim projektu, ve kterém planuiji
ovérit kompetenci P. perniciosus a P. tobbi k L. major a L. donovani pomoci experimentalnich prenosi
na hostitele. Ddle také planuji ovéfit kompetenci P. mascittii k leishmaniim pomoci experimentalnich
infekci a prenosl na hostitele. Kolonizace tohoto druhu pravé probiha v nasi laboratofi. Planujeme
také kolonizaci C. obsoletus a ovéreni jeho kompetence k L. martiniquensis. Jak ukazaly vysledky mé
diplomové prace, tiplici z druhového komplexu C. obsoletus jsou nejhojnéji se vyskytujicimi druhy

v oblastech vyskytu autochtonnich pfipad( leishmaniéz v Ceské republice.
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7 Financni zdroje

Cést této diplomové prace byla financovana mezinarodnim projektem CLIMOS (Horizon —HLTH-2021,
No. 101057690) — Climate Monitoring and Decision Support Framework for Sand Fly-borne Diseases
Detection and Mitigation https://climos-project.eu/. Tento projekt se zabyva monitorovanim
flebotomU a patogend, které prenaseji, v souvislosti se sou¢asnymi klimatickymi a enviromentalnimi
zménami v Evropé.
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