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Abstrakt 

První část této práce je zaměřena na testování schopnosti vybraných evropských druhů 

flebotomů podporovat vývoj Leishmania major, L. donovani a L. martiniquensis. Celkem bylo 

provedeno 15 experimentálních infekcí a analyzováno 1601 samic flebotomů. Výsledky ukazují, že 

Phlebotomus perniciosus a P. tobbi podporují vývoj L. major i L. donovani (byly pozorovány silné zralé 

infekce s kolonizací stomodeální valvy a metacyklickými promastigoty), zatímco L. martiniquensis 

nepřežívala defekaci samic. Kompetenci Sergentomyia minuta k vývoji leishmanií nebylo možné 

otestovat, protože samice tohoto druhu nebyly ochotné sát na krmítku, přestože bylo testováno 

několik typů membrán, krve a experimentálních podmínek. 

Druhým cílem této práce byla analýza tiplíků ve dvou oblastech autochtonních nálezů L. 

martiniquensis u koní v České republice. Celkem bylo analyzováno 3341 nasátých a vykladených samic 

tiplíků ze Slatiňan a 119 z Ústí nad Labem. Na obou lokalitách byli nejhojnější tiplíci z komplexu 

Culicoides obsoletus. Žádný z 97 testovaných poolů nebyl pozitivní na DNA leishmanií, ale v 15 poolech 

ze Slatiňan byla detekována DNA Herpetomonas ztiplika a jeden pool z Ústí n. L. obsahoval DNA 

Trypanosoma sp. ze skupiny T. theileri. Pokus o izolaci L. martiniquensis pomocí xenodiagnostiky na 

infikovaném koni byl neúspěšný a odchycený nasátý hmyz na tomto koni byl také negativní na DNA 

leishmanií, po přeléčení zřejmě životaschopné leishmanie v okolí léze nepřežívaly. 

 

Klíčová slova: Phlebotomus, Leishmania, Mundinia, Culicoides, šíření areálů, globální oteplování, 

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 Slatiňany and 119 from Ústí 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 Slatiňany was detected DNA of 

Herpetomonas ztiplika and one pool from Ústí 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 – abdominální mezenteron 

BEFV – virus bovinní efemérní horečky 

BLAST – Basic Local Alignment Search Tool 

BTV – Bluetongue virus 

C.- Culicoides 

EP – endoperitrofický prostor 

F. - Forcipomyia 

HSP70 – heat shock protein 70 

L. - Leishmania 

LPG - lipofosfoglykan 

Lu. - Lutzomyia 

MALDI-TOF – matricí asistovaná laserová desorpce/ionizace, Time of Flight (doba letu) 

MS – hmotnostní spektrometrie 

NCBI – The National Centre for Biotechnology Information 

OROV – Oporouche virus 

P. - Phlebotomus 

PCR – polymerázová řetězová reakce 

PI – po infekci 

PSG – promastigote secretory gel 

qPCR – kvantitativní polymerázová řetězová reakce 

S. - Sergentomyia 

SBV – Schmallenberg virus 

SV – stomodeální valva 

T. - Trypanosoma 

TAE – Tris-Acetát-EDTA 

TMG – thorakální mezenteron 
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2.4. Leishmanióza v Evropě ............................................................................................................... 14 

3 Materiál a metodika ........................................................................................................................... 18 
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1 Úvod a cíle práce 

Leishmanie jsou parazitičtí prvoci patřící do řádu Kinetoplastida a čeledi Trypanosomatidae, kteří kolují 

mezi hmyzím přenašečem a obratlovčím hostitelem. Způsobují onemocnění zvané leishmanióza, které 

u lidí dokáže vyvolat asi 20 druhů leishmanií.  

V jižní Evropě je endemická leishmanióza působená hlavně druhem L. infantum a sporadicky 

jsou zaznamenávané případy způsobené druhem L. tropica. Kvůli globálnímu oteplování, posouvání 

areálů flebotomů, globalizaci, migraci lidí z endemických oblastí a častému cestování stoupá ale riziko 

introdukce dalších druhů leishmanií do Evropy. V posledních letech se začínají na jihu Evropy objevovat 

autochtonní případy leishmanióz působené druhy L. major a L. donovani a předpokládá se, že těchto 

případů bude přibývat. Mým úkolem v této diplomové práci bylo testování vnímavosti evropských 

druhů flebotomů k L. major, L. donovani a L. martiniquensis. Byly vybrány permisivní druhy z podrodu 

Larroussius – Phlebotomus perniciosus a P. tobbi a Sergentomyia minuta, které jsou zavedené v našich 

chovech. Tyto pokusy byly dělané v rámci evropského projektu CLIMOS, který je zaměřen na 

monitoring flebotomů a jimi přenášených patogenů v souvislosti se současnými klimatickými a 

enviromentálními změnami. 

Ve střední Evropě bylo v posledních letech zaznamenáno už několik autochtonních případů 

leishmanióz u koní a dobytka, které byly způsobené druhem Leishmania martiniquensis a tři případy u 

koní byly potvrzeny i v České republice. Tento druh leishmanie se řadí do podrodu Mundinia a zatímco 

u koní způsobuje kožní formu onemocnění, v Thajsku rostou počty případů lidské viscerální 

leishmaniózy způsobené L. martiniquensis. Jelikož v našich zeměpisných šířkách (alespoň zatím) nežijí 

flebotomové, je pravděpodobné, že do přenosu leishmanióz je zde zapojen jiný krevsající hmyz, 

předpokládanými přenašeči jsou tiplíci. K této domněnce přispívají nálezy přirozeně infikovaných samic 

rodu Forcipomyia v Austrálii, ve kterých byly nalezeny silné zralé infekce, a experimenty 

publikované naší laboratoří, které ukázaly, že tiplíci Culicoides soronensis podporují vývoj všech 

testovaných druhů leishmanií z podrodu Mundinia. Mým druhým úkolem v této diplomové práci byla 

druhová determinace nachytaných tiplíků v oblastech výskytu autochtonní leishmanióz v České 

republice a jejich screening na přítomnost DNA leishmanií. 
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1.1 Cíle práce 

1. Testovat vnímavost vybraných evropských druhů flebotomů k L. major, L. donovani a L. 

martiniquensis pomocí: 

• Experimentálních infekcí laboratorně chovaných flebotomů tří druhů: P. perniciosus, P. tobbi, 

S. minuta 

• Sledováním lokalizace a intenzity infekcí ve střevech flebotomů světelným mikroskopem 

v různých časových intervalech 

• Vyhodnocením zastoupení morfologických forem leishmanií pomocí roztlakových preparátů 

obarvených Giemsou 

• Vyhodnocením intenzit infekcí ve flebotomech pomocí qPCR 

 

2. Analyzovat tiplíky v oblastech výskytu autochtonních nálezů L. martiniquensis v České republice 

pomocí: 

• Odchytů hmyzu pomocí CDC světelných pastí  

• Druhového určení tiplíků 

• Screeningu na DNA leishmanií pomocí nested PCR u nasátých a vykladených samic, popřípadě 

jiného nachytaného nasátého hmyzu 

• Experimentálních infekcí nachytaných nenasátých samic 

• Analýzy krve nasátých samic pro identifikaci hostitele pomocí metody MALDI-TOF 
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2 Literární přehled 

2.1 Rod Leishmania 

Leishmanie jsou dvouhostitelští parazitičtí prvoci, kteří patří do čeledi Trypanosomatidae a řádu 

Kinetoplastida. Způsobují nemoc zvanou leishmanióza. Bylo popsáno více než 50 druhů leishmanií 

z nichž asi 20 druhů je patogenních pro člověka (Akhoundi et al., 2017; Burza et al., 2018). Leishmanie 

kolují mezi obratlovčím hostitelem a hmyzím přenašečem (shrnuto v Kamhawi, 2006). 

Leishmanióza se řadí mezi zanedbávané tropické nemoci (Neglected tropical diseases) a je 

endemická v 98 zemích po celém světě, hlavně v tropických a subtropických oblastech Asie, Afriky, 

Středního východu a Střední a Jižní Ameriky (shrnuto v Cohen a Azas, 2021; Ruiz-Postigo et al., 2021). 

Ročně přibyde asi 1 mil nových případů a více než 13 500 lidí zemře (GBD, 2017). Mezi rizikové faktory 

pro nákazu leishmaniózou se řadí chudoba, migrace obyvatel, podvýživa, špatná hygiena a snížená 

imunita obyvatel (WHO, 2024). 

Rod Leishmania je v současné době rozdělen do 4 podrodů – Leishmania, Vianna, 

Sauroleishmania a Mundinia (Espinosa et al., 2016). Druhy leishmanií, které způsobují leishmaniózu u 

lidí patří do podrodů Leishmania, Vianna a Mundinia, zástupci podrodu Sauroleishmania jsou parazité 

plazů. Většina druhů leishmanií má suprapylarní vývoj – leishmanie se vyvíjejí v mezenteronu, druhy 

podrodu Vianna mají peripylární vývoj – leishmanie kolonizují zadní střevo před tím, než migrují do 

mezenteronu (Nieves a Pimenta, 2000). 

Leishmanie mají ve svém životním cyklu dvě stádia – bičíkaté pohyblivé promastigoty a 

bezbičíkaté amastigoty (Obrázek 1). Sáním infikované samice flebotoma na obratlovčím hostiteli 

dochází k injikaci metacyklických promastigotů do kůže hostitele. Ti jsou endocytováni hostitelskými 

fagocytickými buňkami a usazují se v parazitoforní vakuole, ve které se diferencují na intracelulární 

bezbičíkaté amastigoty (Bates, 2007; McGwire a Satoskar, 2013). Amastigoti se množí a vyvíjejí ve 

fagocytických buňkách, ty poté prasknou a uvolnění amastigoti jsou fagocytováni dalšími makrofágy. 

Amastigoti jsou trasportováni lymfatickým a cévním systémem do různých tkání a orgánů hostitele, což 

poté vede k onemocnění, které může mít různé formy, které popisuji níže (shrnuto v Sasidharan a 

Saudagar, 2021).  

Pokud vektor nasaje infikované makrofágy, transformují se amastigoti kvůli poklesu teploty a 

zvýšení pH ve střevě vektora, na procyklické promastigoty (Lawyer et al., 1990; shrnuto v Dostálová a 

Volf, 2012). Procykličtí promastigoti jsou první formy, které se ve vektorovi množí (shrnuto v Dostálová 

a Volf, 2012). Ve střevě flebotoma je nasátá krev obalena peritrofickou matrix typu I. (chitinózní obal 

vylučovaný buňkami střevního epitelu) (shrnuto v Lehane, 1997), parazité musí z tohoto obalu 
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uniknout, aby mohli dokončit vývoj v přenašeči. Asi po 48 hodinách od nasátí se procykličtí 

promastigoti přestávají množit a diferencují se do dlouhých nektomonád. Tyto formy unikají 

z peritrofické matrix do lumen abdominální části mezenteronu, kde se přichytí na epiteliální buňky 

střeva a nedochází tak k jejich defekaci společně s nestrávenými zbytky krve (shrnuto v Dostálová a 

Volf, 2012). Nektomonády poté migrují do thorakální části mezenteronu, kde se diferencují na 

leptomonády. Tyto kratší formy se zde množí a do nedávna se předpokládalo, že produkují PSG 

(promastigote secretory gel), který v thorakálním mezenteronu tvoří gelovitou zátku, která ztěžuje 

další sání flebotoma a dochází proto k regurgitaci střevního obsahu vektora do hostitele, čímž je 

umožněn přenos leishmanií (Rogers et al., 2002; Gossage et al., 2003). Nové poznatky ale ukazují, že 

PSG produkují haptomonády, které se diferencují z leptomonád (Catta-Preta et al., 2024). 

Haptomonády jsou také schopné přichycení na stomodeální valvě (shrnuto v Sunter a Gull, 2017). 

Přichycení společně s působením chitinolytických enzymů produkovaných leishmaniemi způsobuje 

ztrátu integrity stomodeální valvy, což také usnadňuje přenos leishmanií (Schlein et al., 1992; Volf et 

al., 2004; Rogers et al., 2008). Infikované samice mají poté problém s příjmem potravy a pokoušejí se 

sát vícekrát (Killick-Kendrick, 1999). Haptomonády se ale podle nejnovějších poznatků mohou opět 

uvolnit a pohybovat se volně ve střevě (Catta-Preta et al., 2024). Do nedávna se předpokládalo, že 

jedinými infekčními formami leishmanií jsou metacykličtí promastigoti, kteří vznikají z leptomonád 

(Ramalho-Ortigao et al., 2010; shrnuto v Dostálová a Volf, 2012). Nové studie ale naznačují, že i 

haptomonády dokáží iniciovat infekci v obratlovčím hostiteli, a dokonce mohou být převládajícími 

formami při přenosu. Také se tradovalo, že metacykličtí promastigoti jsou nedělící se pohyblivé formy, 

ale ukazuje se, že rané metacykly jsou často připojené bičíkem k mezenteronu a dokáží se dělit (Catta-

Preta et al., 2024). 

 

Obrázek 1 – Životní cyklus leishmanií; převzato a upraveno z https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html 

https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html
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Různé projevy onemocnění závisí na druhu parazita a imunitním stavu infikovaného jedince 

(Alvar et al., 2012). Rozlišujeme 3 základní formy leishmaniózy – kutánní, mukokutánní a viscerální. 

Kutánní leishmaniózu způsobují dermotropické kmeny leishmanií z podrodů 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). 

Většinou je to nejméně závažná forma onemocnění. Projevuje se kožními lézemi a vředy na 

exponovaných částech těla, které se většinou zhojí, ale často po nich zůstávají doživotní jizvy, což 

s sebou nese psychosociální důsledky (Bennis et al., 2017).  Kožní leishmanióza může být lokalizovaná, 

to znamená, že léze je pouze v místě sání flebotoma, nebo difúzní, kdy se léze šíří na další místa (Alvar 

et al., 2012). 

Mukokutánní leishmanióza je závažnější forma. Dochází zde k infiltraci amastigotů do vrstev 

sliznice a dochází k tvorbě destruktivních lézí v oblasti nosu, úst nebo i hrdla, které mohou být 

doprovázené sekundárními infekcemi. Mukokutánní leishmaniózu způsobují druhy leishmanií 

vyskytující se hlavně ve Střední a Jižní Americe (L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis) a je často 

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

Viscerální leishmanióza je nejzávažnější forma onemocnění a neléčená může končit fatálně 

(shrnuto v Kevric et al., 2015; shrnuto v Duthie et al., 2018). Tuto formu onemocnění způsobují hlavně 

viscerotropické kmeny L. infantum (ve Střední a Jižní Americe je to poddruh L. i. chagasi) a L. donovani. 

V jihovýchodní Asii je hlavním původcem viscerální leishmaniózy L. martiniquensis (Srivarasat et al., 

2022). Na Středním východě byla zaznamenaná viscerální leishmanióza způsobená druhem L. tropica 

(Mebrahtu et al., 1989; Schnur, 1989; Oren et al., 1991). Parazité se při této formě leishmaniózy 

dostávají do krve a endoretikulárního systému, dochází k jejich množení v makrofázích v játrech, 

slezině a kostní dřeni. Bez léčby může být i tato forma leishmaniózy fatální (McGwire a Satoskar, 2013). 

Po vyléčení viscerální leishmaniózy způsobené druhem L. donovani se může objevit post-kala-

azar dermální leishmanióza. Parazité zůstávají v kůži a mohou být krevsajícími vektory přenášeni na 

další hostitele (Pace, 2014). Projevuje se makulárními, papulárními a nodulárními lézemi na obličeji, 

ramenou, trupu a dalších částech těla (WHO, 2024). 

Cyklus leishmaniózy je buď antroponotický, zde je jediným rezervoárovým hostitelem člověk, 

nebo zoonotický, kdy jako rezervoároví hostitelé slouží různé jiné druhy savců. Ti mohou, ale nemusí 

vykazovat symptomy onemocnění. Rezervoárovými hostiteli leishmanií jsou nejčastěji hlodavci, psi, 

vačnatci, opice, lenochodi nebo damani (Faye et al., 2012; Burza et al., 2018; shrnuto v Sasidharan a 

Saudagar, 2021). Téměř všechny druhy leishmanií, které jsou patogenní pro člověka, jsou asociovány 
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se zoonotickým cyklem (Bates, 2007; Bruschi a Gradoni, 2018). U L. donovani se předpokládalo, že má 

antroponotický cyklus, ale mnohé studie naznačují, že alespoň v některých částech areálu rozšíření 

nejspíš také v jejím životním cyklu hrají roli zvířecí rezervoároví hostitelé (Kassahun et al., 2015; Alam 

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

2.2 Podrod Mundinia 

Podrod Mundinia byl popsán v roce 2016 (Espinosa et al., 2016), do té doby byli jeho zástupci známi 

jako Leishmania enriettii komplex. V současnosti se do něj řadí šest druhů leishmanií. Leishmania 

orientalis, L. martiniquensis a L. chancei jsou druhy patogenní pro člověka, zatímco L. enriettii, L. 

macropodum a L. procaviensis jsou zřejmě patogenní pouze pro zvířata (Espinosa et al., 2016; shrnuto 

v Paranaiba et al., 2017; Kwakye-Nuaoko et al., 2023). Podrod Mundinia leží na bázi fylogenetického 

stromu rodu Leishmania a představuje tak nejstarší skupinu leishmanií. Pravděpodobně se tento 

podrod vyvinul ještě před rozpadem Gondwany, vysvětlovalo by to jeho celosvětové rozšíření (Obrázek 

2), různorodost savčích hostitelů a potenciální možnost jejich přenosu jiným hmyzem, než flebotomy 

(Šeblová et al., 2015b; Barratt et al., 2017; Butenko et al., 2019; Chanmol et al., 2019; Bečvář et al., 

2021). 

 

 

Obrázek 2 – Geografické rozšíření druhů z podrodu Mundinia; převzato a upraveno ze Sádlová et al., 2022 
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Dosud není prokázaný žádný rezervoárový hostitel ani potvrzený vektor žádného druhu 

z podrodu Mundinia. Nedávná studie ukazuje vnímavost křečíků čínských a pestrušek písečných 

k těmto druhům leishmanií (Bečvář et al., 2024), což umožňuje jejich další laboratorní výzkum a 

zároveň naznačuje, že jako rezervoároví hostitelé by mohly sloužit některé druhy hlodavců. 

Předpokládalo se, že jsou tyto leishmanie přenášeny flebotomy stejně jako ostatní podrody rodu 

Leishmania. Ukazuje se ale, že by v přenosu mohli hrát roli tiplíci, což by také mohlo vysvětlovat výskyt 

těchto leishmanií v chladnějších oblastech (Barratt et al., 2017). Experimentální výsledky ukazují, že 

všech pět druhů leishmanií z podrodu Mundinia se vyvíjí lépe v tiplících Culicoides soronensis než ve 

flebotomech a tři druhy leishmanií byly dokonce přeneseny sáním infikovaných tiplíků na savčího 

hostitele (Šeblová et al., 2015b; Chanmol et al., 2019; Bečvář et al., 2021). 

Prvním popsaným druhem z podrodu Mundinia byl druh Leishmania enriettii, vyizolovaný 

z domácích morčat v Brazílii (Muniz a Medina, 1948). Zatím nebyl zaznamenaný žádný lidský případ 

způsobený tímto druhem leishmanie. Další případy byly popsány jen u morčat (Luz et al., 1967; 

Machado et al., 1994), u kterých L. enriettii způsobuje nejčastěji kožní formu onemocnění (Machado 

et al., 1994; Šeblová et al., 2015b). Jelikož popisované případy onemocnění domácích morčat jsou 

velmi vzácné a experimenty s divokými morčaty Cavia aperea byly neúspěšné, uvažuje se, že jsou 

morčata pouze náhodnými hostiteli a rezervoárové hostitele musíme hledat jinde (Muniz a Medina, 

1948; Bečvář et al., 2020). Byly provedeny experimentální infekce s křečky Mesocricetus auratus, kdy 

docházelo k vývoji dočasných lézí v místě inokulace (Belehu a Turk, 1976; Šeblová et al., 2015b). Při 

experimentech s křečíky čínskými byla zvířata infekční pro flebotomy do 15. týdne po infekci a DNA L. 

enriettii byla nalezena v inokulovaném uchu jednoho zvířete a ve spádové lymfatické uzlině 

inokulovaného ucha druhého zvířete. Nákaza probíhala asymptomaticky. Naopak při pokusech 

s pestruškami písečnými se u zvířat, která byla použita pro xenodiagnostiku, objevily kožní léze. 

Leishmanie v pestruškách přežily až do 20. týdne a u všech testovaných zvířat byla DNA L. enriettii 

detekována v inokulovaných uších, u některých zvířat také v lymfatických uzlinách, předních i zadních 

packách, ocasu a slezině (Bečvář et al., 2024). Experimenty s divokými morčaty Cavia aperea, makaky 

a psy byly neúspěšné (Muniz a Medina, 1948). Stejně jako rezervoároví hostitelé jsou i přenašeči 

neznámí. Nejprve se uvažovalo o Lutzomyia monticola, která byla nalezena v blízkosti výskytu jednoho 

z případů. Pokusy o experimentální přenos ale byly neúspěšné (Luz et al., 1967; Machado et al., 1994; 

Lainson, 1997). Jak už bylo řečeno výše, ve studiích s tiplíky Culicoides soronensis byl pozorován 

poměrně úspěšný vývoj L. enriettii. Docházelo u nich k tvorbě pozdních infekcí a kolonizaci stomodeální 

valvy. Při stejných pokusech s Lu. longipalpis k takovému vývoji infekcí nedocházelo. Tyto poznatky 

naznačují, že by tito paraziti mohli být přenášeni spíše místními tiplíky (Šeblová et al., 2015b; Bečvář et 

al., 2021). 
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Leishmania macropodum je jediným druhem leishmanií vyskytujícím se v Austrálii a je 

patogenní u klokanů (Rose et al., 2004), způsobuje u nich kožní leishmaniózu. Léze byly objeveny na 

ocase, uších a končetinách, ale i na kloace a v oblasti očí a mohou být charakterizovány výrazným 

průnikem do dermis. Zda klokani slouží jako rezervoároví hostitelé není zcela jasné, protože všechna 

nakažená zvířata byla chovaná v zajetí a jen jeden druh klokana, u kterého byly leishmanie detekovány, 

se přirozeně vyskytuje v endemických oblastech leishmanióz (Dougal et al., 2009). U lidí nebyly 

v Austrálii zaznamenány žádné případy kožní leishmaniózy (Panahi et al., 2023). Při pokusech 

s pestruškami písečnými docházelo k asymtomatickým infekcím a parazité v nich přežívali do 20. týdne 

po infekci. DNA L. macropodum byla poté nalezena v inokulovaných uších a v jednom případě i v ocase 

(Bečvář et al., 2024). U tohoto druhu je už téměř jisté, že je přenášen tiplíky. Při terénním výzkumu 

byly všichni odchycení flebotomové negativní na DNA leishmanií. Naopak až 15 % tiplíků rodu 

Forcipomyia bylo pozitivních. Při pitvách střev těchto tiplíků byly objeveny silné zralé infekce, výskyt 

metacyklických promastigotů a kolonizace stomodeální valvy (Dougal et al., 2011). 

Dalším druhem je Leishmania martiniquensis. Tento druh byl poprvé popsán u HIV pacienta na 

karibském Martiniku, u kterého způsoboval difúzní kožní leishmaniózu (Dedet et al., 1995). V současné 

době se zdá, že má L. martiniquensis celosvětové rozšíření (Müller et al., 2009; Lobsiger et al., 2010; 

Reuss et al., 2012; Pothirat et al., 2014). V Thajsku způsobuje u lidí viscerální a diseminovanou formu 

kožní leishmaniózy (Pothirat et al., 2014; Intakhan et al., 2020; Srivarasat et al., 2022). Dalšími hostiteli, 

pro které je tento druh patogenní, jsou koně a krávy, způsobuje u nich kožní formu onemocnění. 

K autochtonním nákazám skotu došlo ve Švýcarsku. Nákazy u koní byly hlášeny z Floridy, Německa, 

Švýcarska, Rakouska (Müller et al. 2009; Lobsiger et al. 2010; Reuss et al. 2012; Menezes et al., 2019; 

výskyt v Rakousku zatím nepublikován) a tři infikovaní koně byly zaznamenáni i v České republice (Jahn, 

Modrý, Votýpka, zatím nepublikováno). Nově byl zaznamenán i první případ L. martiniquensis v Jižní 

Americe v Brazílii (Mendes Júnior et al., 2023). Rezervoároví hostitelé tohoto druhu leishmanie jsou 

neznámí. DNA L. martiniquensis byla v Thajsku detekována v krysách (Chusri et al., 2014). Při pokusech 

s křečíky čínskými byla zvířata infekční pro vektory do 20. týdne po infekci. DNA L. martiniquensis byla 

pak nalezena hlavně v inokulovaných uších, ale i v lymfatických uzlinách a zadních packách. Nákazy 

probíhaly asymptomaticky. Naopak u pestrušek písečných, které byly použity na xenodiagnostiku, se 

objevily kožní léze, jedno zvíře ztrácelo váhu a jedno zemřelo. Tyto symptomy vykazovaly pestrušky 

infikované thajským kmenem L. martiniquensis Cu2, ostatní použité kmeny v této studii způsobovaly 

asymptomatické nákazy. Pestrušky byly infekční pro flebotomy až do 20. týdne po infekci a DNA L. 

martiniquensis byla poté detekována téměř ve všech testovaných tkáních (Bečvář et al., 2024). 

Přenašeči jsou také neznámí. DNA L. martiniquensis byla nalezena jak ve flebotomech rodu 

Sergentomyia (Kanjanopas et al., 2013; Chusri et al. 2014), tak u několika druhů tiplíků – Culicoides 
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peregrinus, C. oxystoma, C. mahasarakhamense, C. huffi, C. fordae a C. fulvus (Songumpai et al., 2022; 

Sunantaraporn et al., 2022). Kaewmee et al. (2023) předpokládají, že by potenciálním vektorem L. 

martiniquensis v Thajsku mohl být Culicoides peregrinus. Ve čtyřech vydefekovaných samicích byli 

nalezeni promastigoti tohoto druhu leishmanie v předním střevě, což naznačuje, že se zde začala 

vytvářet infekce (Kaewmee et al., 2023). Roli v přenosu budou tedy spíše hrát tiplíci než flebotomové. 

Svědčí tomu, jak lokality výskytu autochtonních případů (někdy bez výskytu flebotomů), tak i pokusy 

dělané s tiplíky C. soronensis, které prokázaly laboratorní přenos (Bečvář et al., 2021).  

Druhým patogenním druhem pro člověka je Leishmania orientalis. Dříve byl tento druh často 

zaměňován s L. martiniquensis (Pothirat et al., 2014). V Thajsku způsobuje stejně jako L. martiniquensis 

kožní i viscerální formu leishmaniózy (Bualert et al., 2012; Supsrisunjai et al., 2017; Jariyapan et al., 

2018; Anugulruengkitt et al., 2023). Tento druh byl zatím izolován pouze z člověka, takže rezervoároví 

hostitelé jsou stejně jako u ostatních druhů leishmanií z podrodu Mundinia neznámí. Pokusy s křečíky 

čínskými stejně jako v předchozích případech ukázaly asymptomatické nákazy, kdy byla zvířata infekční 

pro flebotomy do 20. týdne po infekci a DNA L. orientalis byla detekována hlavně v inokulovaných 

uších, u jednoho zvířete i ve spádové lymfatické uzlině inokulovaného ucha. Při pokusech s pestruškami 

píscečnými čtyři zvířata zemřela. U jednoho zvířete došlo ke ztrátě chlupů a úbytku na váze. Leishmanie 

v pestruškách přežívaly až do 20. týden po infekci. DNA L. orientalis byla poté detekována ze 75 % 

pestrušek v téměř všech testovaných tkáních (Bečvář et al., 2024). Přenašeči L. orientalis také nejsou 

známí. DNA byla nalezena ve flebotomech rodu Sergentomyia (Kanjanopas et al., 2013; 

Siripattanapipong et al., 2018) a v jižním Thajsku v tiplících C. peregrinus a C. oxystoma (Songumpai et 

al., 2022; Sunantaraporn et al., 2022). Vývoj leishmanií a přenos na hostitele byl jako v předchozím 

případě prokázán pokusy s tiplíky C. sorononsis (Chanmol et al., 2019; Bečvář et al., 2021). Při těchto 

pokusech tvořila L. orientalis zralé infekce i u Phlebotomus argentipes. Docházelo i ke kolonizaci 

stomodeální valvy a přítomnosti metacyklických stádií, ale přenos na hostitele byl neúspěšný (Bečvář 

et al., 2021). 

Dalším zástupcem podrodu Mundinia je Leishmania chancei, která je zodpovědná za lidské 

kožní leishmaniózy v Ghaně (Kwakye-Nuako et al., 2015). Stejně jako u ostatních druhů jsou 

rezervoároví hostitelé neznámí. Při experimentech s hlodavci, kteří se vyskytují v endemických 

oblastech, přežily leishmanie v Mastomys natalensis 20 týdnů, rozšířily do různých tkání, ale nebyly 

schopny nakazit přenašeče (Sádlová et al., 2020). Při pokusech s křečíky čínskými přežily leishmanie 

také do 20. týdne a DNA L. chancei byla detekována pouze v inokulovaných uších. Stejně jako 

v předchozích případech probíhaly nákazy asymptomaticky. Naopak u pestrušek písečných docházelo 

ke kožním lézím, ztrátě chlupů a jedno zvíře dokonce zemřelo. Pestrušky byly pro vektory infekční až 

do 20. týdne. Parazité diseminovali po celém těle a DNA L. chancei byla poté detekována téměř ve 
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všech testovaných tkáních (Bečvář et al., 2024). Přenašeči také nejsou známí. Experimenty s tiplíky C. 

soronensis ale ukázaly, že se v nich tento druh dobře vyvíjí a došlo i k úspěšnému přenosu na hostitele 

(Bečvář et al., 2021). 

Nejnověji popsaným druhem je Leishmania procaviensis. Tento druh byl vyizolovaný z damanů 

v Namibii. Zatím nebyl zaznamenán žádný lidský případ způsobený tímto druhem leishmanie, a tak se 

předpokládá, že není patogenní pro člověka (Kwakye-Nuako et al., 2023). 

2.3 Přenašeči leishmanií 

Dominantními přenašeči leishmanií jsou flebotomové, i když v posledních letech se diskutuje, že by do 

přenosu mohli být zapojeni tiplíci, jak už bylo naznačeno v předchozí kapitole.  

S rozvojem molekulárních metod byla DNA leishmanií nalezena v různých krevsajících 

bezobratlých. Aby ale mohl být vektor považován za potvrzeného přenašeče leishmaniózy, musí 

splňovat několik kritérií (shrnuto Killick-Kendrick, 1990): 

• Přenašeč musí sát na lidech 

• U zoonotické formy leishmaniózy musí sát i na rezervoárovém hostiteli 

• Přenašeč musí být v přírodě infikován stejným druhem leishmanie, který se vyskytuje u lidí 

• Přenašeč musí podporovat úplný vývoj parazita ve svém střevě 

• Přenašeč musí být schopen přenést parazita při sání na hostiteli 

2.3.1 Flebotomové 

Flebotomové jsou malé krevsající mušky, které žijí v tropických a subtropických oblastech. Řadí se do 

řádu Diptera, podřádu Nematocera, čeledi Psychodidae a podčeledi Phlebotominae (shrnuto v 

Akhoundi et al., 2016). Momentálně je na světě popsáno okolo 1000 druhů, z nichž asi 100 druhů 

dokáže přenášet leishmanie (shrnuto v Maroli et al., 2013; shrnuto v Ready et al., 2013). Ve Starém 

světě žijí rody Phlebotomus, Sergentomyia, Chinius, Idiophlebotomus a Australophlebotomus a 

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

2017). 

Životní cyklus flebotomů zahrnuje 4 hlavní stádia – vajíčka, larvy, kukly a dospělce. 

Flebotomové žijící v tropických oblastech dokáží svůj životní cyklus dokončit v průběhu celého roku, 

v subtropických oblastech a na jihu mírného pásma pouze v teplejších měsících. Samice flebotoma 

naklade v průměru 30-70 vajíček na krytá místa s dostatečnou vlhkostí a organickým materiálem 

(například díry v zemi, zvířecí nory, podklad z listů) (Killick-Kendrick, 2001; Service, 2012). Po 4-20 

dnech se vajíčka líhnou, tato doba může záviset na počasí, v chladnějším počasí se tato doba může 
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prodloužit nebo mohou vajíčka přejít do diapauzy (Service, 2012; Lawyer et al., 2017). Larvální instary 

jsou 4 a jejich vývoj trvá 20-30 dní. Tato doba závisí na druhu flebotoma, okolní teplotě nebo 

potravních zdrojích (Volf a Volfová, 2011) a může trvat i několik měsíců, pokud přejdou do diapauzy 

kvůli zimě (Killick-Kendrick, 2001; Service, 2012). Larvy flebotomů jsou terestrické a živí se organickou 

hmotou (Killick-Kendrick, 1999). Poté se larvy zakuklí a po 6-13 dnech se z nich stanou dospělci (Service, 

2012). Obvykle se nejprve líhnou samci, kteří ve volné přírodě žijí asi týden, samice žijí déle a projdou 

více než jedním gonotrofickým cyklem (Rutledge a Gupta, 2002). Obě pohlaví se živí rostlinnými cukry, 

ke kladení vajec navíc samičky potřebují nasát krve. Kladení vajíček poté následuje po 5-8 dnech (Lane, 

1993). Některé druhy mohou být i autogenní a samičky tak dokáží produkovat minimálně jednu snůšku 

vajíček bez nasátí krve (el-Kammah, 1973). 

Flebotomové jsou thelmofágové, používají své mandibuly jako nůžky, kterými naruší kůži a 

cévy a sají vytékající krev (Lane, 1993). Mnoho druhů flebotomů je exofágních, ale u některých druhů 

je známo, že jsou endofágní a endofilní a rádi sají v lidských a zvířecích příbytcích. Nejaktivnější jsou 

hlavně v noci a za soumraku. Přes den odpočívají na chladných a vlhkých místech (Killick-Kendrick, 

1999). 

Flebotomové jsou rozděleni podle schopnosti přenášet různé druhy leishmanií na specifické a 

permisivní druhy. Specifické druhy flebotomů dokážou přenášet pouze jeden druh leishmanie. Příklady 

specifických přenašečů L.major jsou P. papatasi (Pimenta et al., 1994) a P. duboscqi (Svárovská et al., 

2010)., specifickým přenašečem L. tropica je P. sergenti (Kamhawi et al., 2000). Ve specifických 

vektorech využívají leishmanie pro své přichycení k epitelu mezenteronu povrchový lipofosfoglykan 

(LPG), který je druhově specifický a váže se na galektin na povrchu mikroklků střevních buněk (shrnuto 

v Kamhawi, 2006). Většina druhů flebotomů se ale řadí mezi permisivní přenašeče, tzn., že podporují 

vývoj více druhů leishmanií. Patří mezi ně například Lutzomyia longipalpis, P. arabicus, P. argentipes 

nebo P. perniciosus (shrnuto v Dostálová a Volf, 2012). Mechanismus přichycení leishmanií ve střevě 

permisivního přenašeče zatím není zcela jasný, ale zdá se, že narozdíl od specifických přenašečů, je na 

LPG nezávislý (Volf a Myšková, 2007). Předpokládá se, že důležitou roli při vazbě leishmanií ve střevě 

vektora by mohly hrát O-glykosylované proteiny. Ty tvoří mukózní vrstvu na mikrovilárním epitelu 

střeva flebotoma a vážou se k povrchu promastigotů, pravděpodobně díky lektinovým receptorům 

leishmanií (Myšková et al., 2007; Myšková et al., 2016). 

I když jsou flebotomové známí hlavně jako přenašeči leishmanií, přenášejí i jiné patogeny. 

Například ve Střední a Jižní Americe přenášejí bakterie Bartonella bacilliformis, které způsobují 

horečnatá onemocnění (shrnuto v Minnick et al., 2014; Pons et al., 2016). Dále jsou flebotomové 

odpovědní za přenos některých arbovirů, konkrétně se jedná o rod Phlebovirus (řád Bunyavirales, čeleď 
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Phenuiviridae). Phleboviry jsou obalené (-)ss RNA viry (shrnuto v Alkan et al., 2013; shrnuto v Moriconi 

et al., 2017). Většinou způsobují nekomplikované až středně těžké horečky – sand fly fever, pappataci 

fever. Toscana virus má výrazný tropismus k centrálnímu a perifernímu nervovému systému a 

způsobuje neuroinvazivní 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 Tiplíci 

Tiplíci se stejně jako flebotomové řadí do řádu Diptera. Patří do čeledi Ceratopogonidae a většina druhů 

je entomofágní nebo se živí nektarem. Jen čtyři rody tiplíků jsou hematofágní – Leptoconops, 

Austroconops, Forcipomyia a Culicoides (Borkent, 2005). 

Tiplíci jsou 1-3 mm velké mušky a vyskytují se téměř ve všech podnebných pásech po celém 

světě (Országh, 1980) kromě Nového Zélandu, Patagonie, Havajských ostrovů a Antarktidy (Mellor, 

2000). 

Stejně jako u flebotomů zahrnuje jejich životní cyklus 4 stádia – vajíčka, larvy, kukly a dospělce. 

Samičky kladou desítky až stovky vajíček na vlhká místa s organickým materiálem, například na břehy 

vodních ploch, na zaplavovaná místa, do tlející vegetace nebo do hnoje uvnitř stájí (Országh, 1980). Po 

několika dnech se z vajíček líhnou larvy, které se živí tímto organickým materiálem. Larvální instary 

jsou 4. V oblastech, kde jsou tiplíci aktivní celoročně, trvá larvální vývoj zhruba dva měsíce. U tiplíků 

vyskytujících se v arktických oblastech může trvat až několik let. U tiplíků vyskytujících se v mírném 

pásu slouží larvální stádium k přezimování. Poté dochází ke kuklení, které se děje buď pod vodní 

hladinou nebo ve vlhkém substrátu. Po 3-10 dnech se z kukly líhne dospělec, který žije asi měsíc 

(Service, 2001). 

Po vylíhnutí dospělců dochází k jejich páření. Samci tvoří roje, díky kterým je samice snáze 

najdou. Obvykle dojde jen k jedné kopulaci a ve spermatéce samice zůstávají spermie pro oplodnění 

několik snůšek vajec. Stejně jako u flebotomů, potřebují samičky pro vývoj vajíček krev. Mezi hostitele 

tiplíků se řadí savci, ptáci, plazi, obojživelníci i bezobratlí, ale většina druhů tiplíků preferuje savce nebo 

ptáky (Martínez-de la Puente et al., 2015). Několik málo druhů tiplíků je schopno autogenie (Borkent, 

2005). Některé druhy tiplíků dokáží za svůj život dokončit jen jeden gonotrofický cyklus, ale například 

druhy jako Culicoides obsoletus nebo C. punctatus, které jsou v České republice běžné, dokáží 

gonotrofický cyklus dokončit až třikrát (Országh, 1980). 

Na celém světě bylo popsáno okolo 1350 druhů tiplíků (Borkent a Dominiak, 2020). V Evropě 

se vyskytuje okolo 120 druhů tiplíků (Szadziewski et al., 2013) a z České republiky je hlášených 52 druhů 

(Tóthová a Knoz, 2009; Rádrová et al., 2016). Z rodu Culicoides se u nás vyskytují tiplíci šesti podrodů - 
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Avaratia, Beltranmyia, Culicoides, Monoculicoides, Oecata a Pontoculicoides (Tóthová a Knoz, 2009). 

Nejhojnějšími druhy jsou u nás tiplíci z komplexu C. obsoletus. Tento druhový komplex je rovněž 

nejhojnější i ve střední a severní Evropě. Řadí se do něj 4 druhy – C. obsoletus, C. scoticus, C. dewulfi a 

C. chiopterus (Goffredo a Meiswinkel, 2004; Savini et al., 2005). Tyto druhy tiplíků jsou spíše 

mamaliofilní a vyskytují se v okolí hospodářských zvířat nebo spárkaté lesní zvěře. Dalšími hojnými 

druhy na našem území jsou C. pulicaris, C. punctatus nebo C. pallidicornis (Rádrová et al., 2016). 

Tiplíci jsou významní trapiči hospodářských zvířat a člověka. Bodnutí tiplíkem se vyznačuje 

ostrou bolestí a lokálním zčervenáním, svědění pak může přetrvávat několik týdnů (Weinburgh a Pratt, 

1962). Nejnáchylnější k pobodání tiplíky jsou koně. Může u nich docházet k dermatitidě zvané „sweet 

itch“ nebo „Queensland itch“. Projevuje se rudými pupeny na kůži a zvýšenou citlivostí (Foil a Foil, 

1988). 

Tiplíci jsou také důležití přenašeči nejrůznějších patogenů jako jsou viry, protozoa nebo 

helminti. Asi nejznámějším patogenem přenášeným tiplíky je Bluetongue virus (BTV), který způsobuje 

katarální horečku ovcí a dalších kopytníků. Jedná se o horečnaté onemocnění, při kterém dochází k 

překrvení ústní dutiny a otoku sliznic, nadměrnému slinění a nasálnímu výtoku, později může dojít i 

k nekróze epitelu nosu a úst. Může docházet i k zánětům v oblasti paznehtů a bolestivosti nohou a 

v ojedinělých případech dochází k cyanóze jazyka (Mellor, 2001a; Darpel et al., 2007). Virus přenáší 

mnoho druhů tiplíků, v Evropě hlavně C. imicola, v severnějších oblastech tiplíci 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 přenášejí tiplíci africký mor koní, což je 

virové onemocnění a úmrtnost se pohybuje kolem 90 % (shrnuto v Mellor et al., 2000). Postihuje 

oběhovou a dýchací soustavu a způsobuje rozsáhlé vnitřní krvácení (Howell, 1960). Nejdůležitějším 

vektorem je C. imicola (de Waal et al., 2016). Virus bovinní efemérní horečky (BEFV) vyvolává u 

hovězího dobytka vážné příznaky jako je horečka, rozedma plic, bronchiolitida, ochablost a anorexie 

(Burgess a Spradbrow, 1977). Dalším patogenem je Schmallenberský virur (SBV). U přežvýkavců 

způsobuje horečku, průjem a sníženou produkci mléka, může mít ale také teratogenní účinek a 

způsobovat potraty, předčasné porody či narození deformovaných mláďat (shrnuto ve Wernike et al., 

2015). Viry přenášené tiplíky jsou nejčastěji zoonózy, pouze Oporouche virus (OROV) je patogenní jen 

pro člověka. Způsobuje horečky, bolesti hlavy, svalů a kloubů, nevolnost, zvracení, průjem, anorexie či 

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

Z protozoárních infekcí jsou tiplíci zodpovědní za přenos původců ptačí malárie. Důležitý je 

Leucocytozoon caullery, který způsobuje akutní hemoragickou horečku u drůbeže v severovýchodní 

Asii (Fallis a Bennett, 1961). Haemoproteus meleagridis způsobuje kulhavost, ztrátu váhy a zpomalení 
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růstu u hrabavých ptáků v Severní Americe (Atkinson, 2001) a mezi opicemi je v Africe přenášen 

Hepatocystis kochi (Greiner a Bennet, 1977). 

Pravděpodobně také přenášejí ptačí trypanosomy. DNA Trypanosoma spp. byla detekována 

v několika nachytaných jedincích C. kibunensis, C. pictipennis, C. obsoletus, C. reconditus a C. segnis 

(Bernotiené et al., 2020) a přirozené infekce T. bennetti byly nalezeny v C. alazanicus, C. pictipennis, C. 

festivipennis a C. clastrieri (Svobodová et al., 2017). Experimentální infekce C. nubeculosus a C. 

impunctatus s T. everetti ukázaly, že trypanosomy jsou schopné vývoje a produkce metacyklických 

trypomastigotů v obou druzích tiplíků (Bernotiené et al., 2020). 

Tiplíci mohou ale také hostit jednohostitelská kinetoplastida. Prvním popsaným druhem byl 

Herpetomonas ztiplika ze samice C. kibunensis (Podlipaev et al., 2004b). Dalším druhem je Sergia 

podlipaevi, který byl izolován z C. festivipennis a C. truncorum (Svobodová et al., 2007). Třetím 

popsaným druhem je Herpetomonas trimorpha, který byl izolovaný z C. truncorum (Zídková et al., 

2010). Posledním zaznamenaných druhem jednohostitelských kinetoplastid je Crithidia sp., DNA 

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

Z helmintů přenášejí tiplíci ptačí filárie, které jsou ale málo patogenní. Na člověka a 

hospodářská zvířata mohou přenášet filárie rodu Mansonella. Většina infekcí je asymptomatických, 

občas ale může nákaza vyvolávat symptomy spojené s alergickou reakcí (Crewe, 2001). Na kopytníky 

mohou ještě přenášet filárie způsobující onchocerkózu (shrnuto v Halouzka a Hubálek, 1996). Tyto 

filárie mohou způsobovat různé dermatitidy, záněty očí nebo u koní sníženou pohyblivost kloubů 

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

2.4. Leishmanióza v Evropě 

V mnoha zemích jižní Evropy je leishmanióza endemická minimálně od starověku. V současné době je 

ale stále větší riziko šíření onemocnění do dříve neendemických regionů. Mezi hlavní faktory patří šíření 

přenašečů a rezervoárových hostitelů do nových oblastí v důsledku globálního oteplování, migrace 

uprchlíků z endemických regionů, rostoucí 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 vzrůstajícím cestovním ruchem a turismem přibývají také počty případů importovaných 

leishmanióz (shrnuto v Rocha et al., 2022; Van der Auwera et al., 2022) a riziko zavlečení nových druhů 

leishmanióz je tím vyšší. Výskyt flebotomů může také ovlivnit šíření zemědělství do semiaridních oblastí 

a zavádění umělých zavlažovacích systémů (shrnuto v Maia, 2024). Největší vliv na rozšiřování areálů 

flebotomů má ale již zmiňované globální oteplování. Důkazem jsou nálezy flebotomů v oblastech 

kontinentální Evropy – Německo, Rakousko, Švýcarsko a Slovensko (Naucke a Pesson, 2000; Naucke a 
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Schmitt, 2004; Dionísio et al., 2011; Naucke et al., 2011; Lopes et al., 2013; Dvořák et al., 2016; Kniha 

et al., 2021). 

Nejčastějším původcem leishmanióz v Evropě je L. infantum. Tento druh leishmanie patří spolu 

s L. donovani do druhového komplexu L. donovani (Hide a Bañuls, 2006). L. infantum způsobuje 

leishmaniózy endemicky v 17 státech jižní Evropy (Maia et al., 2023), ale v posledních letech se 

rozšiřuje stále více na sever. Byly zaznamenané autochtonní případy u koní, psů a dětí v jižním 

Německu, Rakousku a Rumunsku (Bogdan et al., 2001; Koehler et al., 2002; Maroli et al., 2008; Naucke 

et al., 2008; Mircean et al., 2014). Nejvýznamnějšími rezervoárovými hostiteli L. infantum jsou psi (Faye 

et al., 2010; Burza et al., 2018). Nakažení psi mohou být symptomatičtí, ale i asymptomatičtí, kteří 

vypadají zdravě a nemají žádné příznaky onemocnění, ale mohou hrát důležitou roli v přenosu 

onemocnění (shrnuto v Michel et al., 2011; Miró a López-Vélez, 2018). Pokud vykazují klinické příznaky, 

jedná se jak o kožní, tak i viscerální projevy onemocnění, které může být bez léčby smrtelné (Quinnell 

a Courtenay, 2009). Dalšími rezervoárovými hostiteli L. infantum v Evropě jsou kočky, zajíci, králíci nebo 

krysy a předpokládá se, že by potenciálními rezervoárovými hostiteli mohli být i lišky, vlci nebo koně 

(shrnuto v Cardoso et al., 2021). Lidé jsou náhodnými hostiteli a L. infantum u nich způsobuje život 

ohrožující viscerální nebo lokalizovanou a samohojící se kožní leishmaniózu (Gradoni et al., 2017). 

Potvrzenými evropskými přenašeči je několik druhů flebotomů podrodu Larroussius – P. perniciosus, 

P. ariasi, P. perfiliewi, P. neglectus a P. tobbi (Dvořák et al., 2018; Maia et al., 2023). V současné době 

se uvažuje, že by do přenosu mohly být zapojeny i druhy Sergentomyia minuta a Phlebotomus mascittii 

(shrnuto v Maia, 2024). Sergentomyia minuta se hojně vyskytuje v endemických oblastech výskytu 

leishmanióz způsobovaných L. infantum (Depaquit a Léger, 2017) a už několikrát byla v tomto druhu 

flebotoma v jižní Evropě detekována DNA L. infantum (Pereira et al., 2017; Latrofa et al., 2018; Abbate 

et al., 2020). P. mascittii je nejseverněji rozšířený druh flebotoma, byl zaznamenaný i na Slovensku 

(Dvořák et al., 2016; Dvořák et al., 2018; Kniha et al., 2021) a také v něm byla detekována DNA L. 

infantum (shrnuto v Maia, 2024). S těmito druhy flebotomů ale zatím nebyly provedeny žádné 

experimentální infekce, které by prokázaly, zda se v nich L. infantum dokáže vyvíjet a zda jsou schopny 

tento druh leishmanie přenášet na hostitele.  

Ve střední Evropě se u koní a dobytka začala objevovat kožní leishmanióza způsobovaná L. 

martiniquensis. Jedná se o Německo (Müller et al., 2009), Švýcarsko (Lobsiger et al., 2010), Rakousko 

(zatím nepublikováno) a Českou republiku (Jahn, Modrý, Votýpka, zatím nepublikováno). Na rozdíl od 

případů v Thajsku (Pothirat et al., 2014; Intakhan et al., 2020; Srivarasat et al., 2022) nebyl ale v Evropě 

zaznamenán žádný lidský případ. 
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V Řecku se sporadicky objevuje také kožní leishmanióza, kterou způsobuje L. tropica (Garifallou 

et al., 1984; Christodoulou et al., 2012; Barriatua et al., 2021). Poprvé byla identifikována v roce 1984, 

nicméně kožní leishmanióza byla v této oblasti pozorována už dávno před tím (Ntais et al., 2013). 

Potvrzeným přenašečem L. tropica je P. sergenti (Depaquit et al., 2002). Experimenty s P. perniciosus 

a P. tobbi ukázaly, že se tento druh leishmanie v nich dokáže dobře vyvíjet a prokázaly i přenos na 

hostitele. Minimálně tito dva zástupci z podrodu Larroussius by tedy potenciálně mohli hrát roli 

v přenosu L. tropica (Bongiorno et al., 2019; Vaselek a Volf, 2019). Tento druh leishmanie je hojný 

v Sýrii a sousedních zemích (Al-Salem et al., 2016; Du et al., 2016; Kanani et al., 2019). Protože se kvůli 

syrské občanské válce a dalším konfliktům do Evropy dostávají uprchlíci právě z těchto zemí, přibývají 

zde zavlečené případy způsobené L. tropica (Di Muccio et al., 2015; Mockenhaupt et al., 2015; Söbirk 

et al., 2018; Boggild et al., 2019; Guery et al., 2021). Vzhledem k tomu, že P. sergenti, P. perniciosus a 

P. tobbi mají v jižní Evropě široké rozšíření, stoupá riziko vzniku nových endemických ohnisek L. tropica 

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

Na Kypru jsou od roku 2006 zaznamenávány lidské případy leishmanióz způsobené L. donovani 

(Antoniou et al., 2008; Antoniou et al., 2009) a v roce 2014 zde byl potvrzen lokální cyklus (Koliou et 

al., 2014). Nedávno byly také v Turecku zaznamenané autochtonní případy L. donovani (Özbilgin et al., 

2016; Özbilgin et al., 2022; Özbel et al., 2022), poprvé v roce 2014, kdy zde docházelo kvůli občanské 

válce k intenzivní migraci lidí ze Sýrie (Koltas et al., 2014). Stejně jako v předchozím případě, je možná 

potenciální introdukce L. donovani prostřednictvím infikovaných osob do nových oblastí s výskytem 

permisivních druhů flebotomů (shrnuto v Maia, 2024).  

V jižním Turecku byly nedávno zaznamenané také případy způsobené L. major a předpokládá 

se, že už zde probíhá celý přenosový cyklus (Özbilgin et al., 2016). Ačkoliv by se šance na zavlečení L. 

major do Evropy mohly zdát nízké v souvislosti s tím, že jejími rezervoárovými hostiteli jsou 

dominantně pískomilové, nemusí tomu tak být (shrnuto v Maia, 2024). Ukazuje se, že spektrum 

rezervoárových hostitelů je poměrně široké – například různí další hlodavci jako hraboši a gundi nebo 

třeba i ježci (Faiman et al., 2013; Tomás-Pérez et al., 2014). V Turecku byla nalezena DNA L. major ve 

slezině myšice (Karakuş et al., 2020). Asi nejzajímavějším nálezem byla v Portugalsku detekce DNA L. 

major v samici Sergentomyia minuta (Campino et al., 2013) a u toulavých koček (Pereira et al., 2020), 

což může naznačovat, že L. major v jižní Evropě už cirkuluje (shrnuto v Maia, 2024). Přispívá k tomu i 

fakt, že potvrzeným přenašečem L. major je P. papatasi, který se v jižní Evropě vyskytuje. 

V souvislosti s introdukcí exotických druhů leishmanií do oblastí, kde už nějaké druhy 

leishmaniíí cirkulují, může docházet k tvorbě hybridů (shrnuto Maia, 2024). Ti pak mohou být jinak 

infekční pro flebotomy nebo u hostitelů způsobovat odlišnou patogenitu oproti původním kmenům 
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(Volf et al., 2007). V Turecku byl zaznamenán autochtonní případ leishmaniózy způsobené hybridem L. 

infantum/donovani (Özbilgin et al., 2022). Pokusy ukázaly, že se tento hybrid dokáže vyvíjet v P. tobbi 

a P. perniciosus (Šeblová et al., 2015a). V Portugalsku byl zaznamenán lidský případ viscerální 

leishmaniózy u HIV pacienta způsobený hybridem L. major/L. infantum (Ravel et al., 2006). 

Experimenty s tímto hybridem ukázaly, že se dokáže vyvíjet v P. papatasi (Volf et al., 2007). Široký areál 

rozšíření druhů flebotomů, kteří jsou vnímaví k těmto hybridům, přispívá k možnosti potenciálního 

šíření leishmanióz do nových oblastí (Volf et al., 2007). 

Kvůli klimatickým změnám, změnám areálů vektorů a rezervoárových hostitelů, rostoucímu 

cestování a migraci uprchlíků z endemických zemí se tedy předpokládá, že šíření leishmanióz do nových 

regionů bude pokračovat (shrnuto v Maia, 2024). Permisivita podrodu Larroussius (Volf a Myšková, 

2007) a vnímavost evropských druhů flebotomů k hybridům leishmanií (Volf et al., 2007; Šeblová et al., 

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

3.1  Použité roztoky 

• Fyziologický roztok - 150 mM NaCl  

• Ředící roztok (pro počítání leishmanií v Bürkerově komůrce) - 0,85% NaCl + 1% formaldehyd 

(CH2O)  

• Médium pro kultivaci leishmanií - médium M199 (Sigma) + 10% fetální kravské sérum (Gibco) 

+ 1% BME vitamíny (Sigma) + 250 ug/ml amikacin (Brystol- Myers Squibb) + 2% sterilní moč 

• Krevní agar pro kultivaci L. martiniquensis z přenašečů - pevná složka: Bacto Neopeptone 2g 

(BD), Bacto Agar (BD) 2g, NaCl 0,6g doplněno do 100ml H2O, sterilizováno autoklávem 20min, 

po zchlazení přidáno 25ml sterilní defibrilované králičí krve (Bioveta), tekutá složka (Over-lay): 

výše popsané médium používané pro běžnou kultivaci leishmanií 

• 70% nedenaturovaný ethanol - na uchovávání nachytaných tiplíků 

3.2 Kultivace leishmanií 

V mé diplomové práci byly použity druhy Leishmania infantum (MHOM/TR/2000/OG-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 uchovávány v kryobance v tekutém dusíku v zamrazovacích ampulích 

CryoTube™ Vials (NUNC) v médiu obsahujícím 5–10 % kryokonzervační látky DMSO (Sigma-Aldrich). 1 

až 2 týdny před pokusy byly kultury rozmraženy a přeočkovány do tekutého kultivačního média M199 

a kultivovány při 23 °C v kultivačních zkumavkách. Kultury byly pravidelně přeočkovávány do nového 

média, vždy 3-5 kapek na 1,5 ml média. Pro pokusy byly používány pouze nízké pasáže (do p10) a 

kultury v exponenciální fázi růstu. 

3.3 Chov flebotomů 

Pro pokusy byly použity druhy flebotomů z chovů naší laboratoře – Phlebotomus perniciosus 

(Španělsko), P. tobbi (Turecko), P. argentipes (Indie), P. papatasi (Turecko), P. duboscqi (Senegal) a 

Sergentomyia minuta (Portugalsko). 

Kolonie flebotomů se chovají v insektáriu, kde se udržují vhodné podmínky pro jejich vývoj. Je 

zde trvale udržovaná vlhkost 60-70 %, teplota 25-26 °C a fotoperioda 14 hodin světla a 10 hodiny tmy. 

Dospělí flebotomové jsou vypouštěni do nylonových sítí přivázaných na kovových konstrukcích, které 

jsou umístěny do igelitových pytlů. Optimální vlhkost v pytli (70-90 %) zajišťuje vata navlhčená 



19 
 

destilovanou vodou v mističce, která je položená na síť. Dospělci jsou krmeni 50% roztokem sacharózy. 

Malinký kousek vaty napuštěný tímto roztokem je položený v síti v malé Petriho misce. Jednou nebo 

dvakrát týdně se samice nechávají nasát na uspané myši kmene BALB/c, gekonovi nebo 

imobilizovaném králíkovi (záleží na druhu). Po defekaci jsou samice exhaustorem přemístěny do sádrou 

vylitých kelímků, které jsou navlhčeny destilovanou vodou. Zde dochází ke kladení vajíček, po kterém 

dochází k úhynu samic. Kelímky uzavřené víčkem s monofilem jsou umístěny do plastových boxů, na 

dně boxu je navlhčený vysterilizovaný písek k udržování správné vlhkosti. Z vajíček se poté líhnou larvy 

(L1-L4), ty jsou krmené namletým králičím trusem, který je 4 týdny fermentovaný za teploty 25 °C a 

vysoké vlhkosti. Larvy L4 se nakonec zakuklí a vylétávají noví dospělci, kteří se vypouštějí do sítí. Za 

laboratorních podmínek trvá životní cyklus flebotomů 5-8 týdnů (Volf a Volfová, 2011). 

 

Obrázek 3 – Vybavení pro chov flebotomů; a – dva různé typy skleněných exhaustorů a skleněné krmítko, které se používá 
na experimentální infekce; b – boxy s kelímky, ve kterých se vyvíjejí larvičky a sítě s dospělými flebotomi v igelitových pytlích 

uložené v termostatu; c – digestoř na výrobu potravy pro larvičky; d – detail zrání potravy pro larvičky během fermentace;                   
e – kelímky s larvičkami uzavřené víkem s nylonovou tkaninou, stěny kelímků jsou pokryté sádrou; f – nylonové sítě 

přivázané na kovovou konstrukci (převzato Volf a Volfová, 2011) 
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3.4 Experimentální infekce 

Na experimentální infekční sání je nejprve potřeba si připravit kůžičky z 1-3 dny starých kuřátek. Kůže 

jsou stahovány z hřbetní a břišní strany oškubaného kuřete. Poté je kůžička promyta ve sterilním 

fyziologickém roztoku, kde dochází i ke zbavení tuku, následně v 70% čistém etanolu a znovu ve 

fyziologickém roztoku. Hotové kůžičky se skladují v -20 °C (Volf a Volfová, 2011). 

Na pokus je třeba 3-4 dny stará kultura leishmanií v růstové fázi. Promastigoti jsou promyti ve 

fyziologickém roztoku a spočítáni pomocí Bürkerovy komůrky. Poté jsou leishmanie resuspendovány 

v krvi na finální koncentraci 106 leishmanií/ml. 300 µl naředěné kultury je smícháno s 2700 µl tepelně 

inaktivované beraní krve (35 minut ve vodní lázni při 56 °C). 

Na skleněné krmítko se natáhne kuřecí kůžička a pomocí parafilmu připevní. Pomocí tenké 

Pasteurovy pipety se krmítko naplní směsí krve s leishmaniemi. Krmítka se připevní na stojany a na 

krmítka se pomocí gumiček a kolíčků připevní malé síťky s flebotomy nebo tiplíky natažené na ocelové 

konstrukci (20x20x20 cm). Krmítko je pomocí vodní lázně s vnější cirkulací ohříváno na 37 °C.  

Sání probíhá zhruba 2 hodiny v přítmí při teplotě v místnosti mezi 25-27 °C. Poté je síťka 

sundána z krmítka a nasáté samice se třídí pomocí exhaustoru do nové síťky. Síťka s nasátými samicemi 

je vložena do pytle, na síťku se položí malá Petriho miska s navlhčeným kouskem vaty destilovanou 

vodou pro udržení vlhkosti a jako potrava je jim podávaný kousek vaty v malé Petriho misce nasáklý 

50% sacharózou (Volf a Volfová, 2011). Pytle se síťkami jsou umístěné v termostatu při teplotě 26 °C. 

3.5 Pitvy flebotomů a hodnocení infekcí 

Nasáté samice byly pitvány v různých časových intervalech po sání – 2. den pro ověření správného 

provedení pokusu a přežívání leishmanií v nasáté krvi, 4. den pro ověření, zda leishmanie přežijí ve 

flebotomech defekaci a 10. den pro ověření, zda leishmanie dokáží ve flebotomech tvořit infekční 

stádia. 

Samice flebotomů byly uspány v kelímku na ledu a poté přeneseny do kapky fyziologického 

roztoku na podložním skle. Pod binokulární lupou byly zbaveny hlavy, křídel a končetin pomocí pinzety 

a vyrobeného pitvátka (entomologická minucie zasazená do dřevěné špejle). Následně bylo vytaženo 

střevo a přeneseno do nové kapky fyziologického roztoku. Poté bylo přikryto krycím sklíčkem a vzniklý 

preparát byl pozorován pod světelným mikroskopem. Byla pozorována lokalizace a intenzita infekce a 

vše bylo zaznamenáváno do protokolu. Intenzitu rozlišujeme na slabou (méně než 100 leishmanií), 

střední (100-1000 leishmanií) a silnou (více než 1000 leishmanií) (Myšková et al., 2008). Lokalizace 

leishmanií ve střevě byla hodnocena podle Sádlová et al. (2010) – u nasátých samic před defekací 
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endoperitrofický prostor (uvnitř peritrofické matrix), dále pak abdominální mezenteron, thorakální 

mezenteron, kardia a stomodeální valva. 

3.6 Morfologická analýza leishmanií 

U flebotomů infikovaných L. martiniquensis byly roztlakové preparáty dělány vždy 2. den po sání ze 

všech vypitvaných střev, protože promastigotní stádia leishmanií z podrodu Mundinia nejsou v rané 

fázi infekce moc pohyblivá a mají spíše kulovitý tvar, takže nejsou dobře odlišitelná od krvinek. Tyto 

roztlakové preparáty pitvaných střev byly tedy prohlíženy za účelem zjištění procenta infikovaných 

samic. U flebotomů infikovaných leishmaniemi z podrodu Leishmania byly roztlakové preparáty dělány 

10. den po sání pro zjištění, zda leishmanie dokáží vytvářet metacyklická stádia, která jsou infekční pro 

obratlovčího hostitele. 

Vypitvané střevo bylo v kapce fyziologického roztoku na podložním skle rozmáčknuto krycím 

sklem a rozetřeno. Roztěr byl poté fixován methanolem a po zaschnutí na něj byl nanesen barvící 

roztok Giemsy-Romanovského (Sigma), který byl 20x ředěný destilovanou vodou. Takto se sklíčka 

nechávala barvit 20 minut, poté se opláchla vodou z kohoutku a nechala uschnout. 

Nabarvené preparáty byly prohlíženy pod světelným mikroskopem (Olympus BX51) se 

zabudovanou kamerou (DP-70) při zvětšení 1000x a za použití imerzního oleje. Jednotlivé leishmanie 

byly foceny v programu QuickPHOTO MICRO 2.2 (Olympus). V programu ImageJ (Java) byla následně 

měřena délka těla, délka bičíku a šířka těla jednotlivých leishmanií. Vždy bylo měřeno 200 leishmanií u 

každé kombinace druhů flebotoma a leishmanie. Z každého sklíčka bylo změřeno 50 leishmanií (4 

sklíčka na každou kombinaci). Naměřená data byla následně vyhodnocena v programu SPSS. Naměřené 

leishmanie 10. den po infekci jsme rozlišovali na tři morfologické formy – nektomonády (délka těla je 

větší než 14 µm), leptomonády (délka těla je menší než 14 µm a délka bičíku je menší než dvojnásobek 

délky těla) a metacyklické promastigoty (délka těla je menší než 14 µm a délka bičíku je větší než 

dvojnásobná délka těla) (Sádlová et al., 2010). 

3.7 Statistika 

Všechny statistické analýzy byly provedeny v programu SPSS verze 27. Rozdíly v procentech 

infikovaných samic a poměru morfologických forem byly analyzovány Pearsonovým Chí-kvadrátovým 

testem, v případě čtyřpolní tabulky Fisherovým Chí-kvadrátovým testem. Pokud bylo více než 20 % 

očekávaných četností menších než 5 nebo N menší než 30, byly použity exaktní verze testu a v případě 

výskytu nul také Monte Carlo simulace. Rozdíly v zastoupení jednotlivých kategorií mezi druhy byly 

testovány pomocí z-testu. Na analýzu počtu promastigotů zjištěných pomocí qPCR byly použity 

Neparametrický Mediánový test a Kruskalův-Wallisův test, protože hodnoty neměly normální 
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rozdělení (ověřeno pomocí online kalkulátoru https://www.gigacalculator.com/calculators/normality-

test-calculator.php).  

3.8 Experimentální sání s jinými typy membrán na skleněném krmítku a s 

Hemotekem 

Při pokusech se Sergentomyia minuta byly použity i jiné typy membrán než kuřecí kůžičky, jejichž 

příprava a použití je popsáno v kapitole 3.4. 

Jednou z variant bylo nasolené prasečí střevo, které je běžně dostupné pro přípravu klobás a 

párků. Střevo bylo nejprve dva dny macerováno v destilované vodě a fyziologickém roztoku při 4 °C, 

po 12 hodinách se roztok měnil. Následně bylo střevo podélně rozstřiženo a rozřezáno na čtverce 

přibližně 4 x 4 cm. Tyto čtverce byly poté promývány další 3 dny ve fyziologickém roztoku, který se 12 

hodinách měnil. Následně byly čtverce rozloženy do Petriho misek a uchovávány v -20 °C. 

Dalším typem byla umělá membrána (Hemotek feeding membrane, Hemotek Ltd). Ta byla 

nejprve opět nastříhána na čtverce o velikosti asi 4 x 4 cm. Poté byly jednotlivé čtverce promyty 2x 

v čistém 70% etanolu a 2x ve sterilním fyziologickém roztoku.  

Oba tyto typy membrán byly na krmítko přichyceny stejným způsobem jako kuřecí kůžička, jak 

je popsáno v kapitole 3.4. 

 Při některých pokusech s kuřecí kůžičkou a umělou membránou byla použita krevní plazma. 

Krev ve zkumavce byla zcentrifugována 10 min při 4380 RPM. Poté byl supernatant obsahující krevní 

plazmu odebrán a zahříván ve vroucí vodě, dokud tekutina nezgelovatěla. Takto vzniklý gel byl umístěn 

na Petriho misku a byla v něm namáčena membrána připevněná na skleněném krmítku. Nakonec byla 

krevní plazma na krmítku usušena pomocí fénu (osobní sdělení Petr Volf). 

 Kromě skleněných krmítek napojených na vodní lázeň jsme také zkoušeli membránové sání za 

použití Hemoteku. Zařízení bylo nejprve sestaveno podle pokynů výrobce. Poté byla na jednu stranu 

kovového zásobníku natažena kuřecí kůžička a připevněna pomocí gumičky. Z druhé strany byl 

zásobník naplněn krví a uzavřen plastovými špunty. Nakonec byl zásobník namontován na podstavec, 

který byl zahřátý na 37 °C a na kůžičku byla položena síťka s flebotomy. 

 

 

https://www.gigacalculator.com/calculators/normality-test-calculator.php
https://www.gigacalculator.com/calculators/normality-test-calculator.php
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3.9 Sběr a zpracování tiplíků 

V oblastech předpokládaného výskytu autochtonních leishmanióz v České republice byly prováděny 

odchyty tiplíků (Slatiňany, Ústí nad Labem). Ve Slatiňanech proběhly odchyty v květnu a v září 2022, 

v Ústí nad Labem v květnu a v červenci 2023.  

Tiplíci byli chytáni pomocí CDC světelných pastí, kde jako atraktant sloužilo právě světlo, někdy 

doplněné o výbojku s UV světlem (Obrázek 4). Tiplíci byli nasátí skrz větráček a zůstali zachycení v síťce. 

Pasti byly rozmístěné vždy odpoledne a sbírané druhý den ráno. Nachytaný hmyz byl pomocí 

exhaustoru přemístěn ze síťky do kelímku, který byl vložen do ledu, aby došlo k uspání nachytaného 

hmyzu. Poté byli z nasbíraného materiálu odebráni tiplíci a umístěni do nedenaturovaného 70% 

etanolu.  

 

 

Obrázek 4 – CDC světelné pasti nainstalované pro odchyt tiplíků 

 

Při dalším zpracování byli nachytaní tiplíci roztříděni na nenasáté, nasáté a vykladené samice a 

určeni do druhů pomocí určovacího klíče (Chvála, 1980). Takto roztřídění tiplíci byli rozděleni do poolů 

maximálně po 50 jedincích. Pooly s nasátými a vykladenými samicemi byly později otestovány na 

přítomnost leishmanií nebo jiných trypanosomatid pomocí nested PCR na SSU rRNA. Pokud jsme si u 

nějakého tiplíka nebyli jisti jeho druhem při určování pomocí Fauna ČSSR, byla z něho vyizolovaná DNA, 

která byla amplifikovaná na gen cytochrom oxidáza a vzorek byl poslán na sekvenaci. 

Nachytané nenasáté samice z odchytu v červenci v Ústí nad Labem nebyly umístěné do 

etanolu, ale bylo s nimi provedeno infekční sání s L. martiniquensis. 
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Druhy tiplíků na jednotlivých lokalitách byly rozděleny podle dominance na: 

• Eudominantní  více než 10 % 

• Dominantní  5 až 10 % 

• Subdominantní  2 až 5 % 

• Recendentní  1 až 2 % 

• Subrecendentní méně než 1 % 

3.10 Izolace DNA 

Pro izolaci DNA z flebotomů a tiplíků byl použit High Pure PCR Preparation Kit (Roche). Flebotomové 

byli nejprve homogenizováni pomocí sterilních plastových pístů, pooly s tiplíky byly homogenizovány 

v homogenizátoru za použití sterilní nerezové kuličky. Poté byla DNA izolována podle protokolu 

dodaného výrobcem. DNA byla eluována do 200 µl elučního pufru a poté uskladněna v -20 °C. 

3.11 PCR detekce 

Pro zjištění přítomnosti leishmanií v nachytaných tiplících byla nejprve použita jednokroková PCR 

s primery na gen HSP70. Primery cílí na 434 bp dlouhý úsek DNA, který je společný pro všechny čtyři 

známé podrody leishmanií. Reakce probíhala za použití reakční směsi a protokolu viz tabulky 1 a 2. 

Sekvence primerů:  Forward primer: 5‘-GAGCTGAACAAGAGCATCAAC-3‘ 

Reverse primer: 5‘-GGTGATCTGGTTGCGCTTG-3‘ 

 

Jednotlivé složky Množství 

2x koncentrovaný Emerald Master Mix (Takara Bio) 10 µl 

PCR H2O 8 µl 

10 µM Forward primer (Merck) 0,5 µl 

10 µM Reverse primer (Merck) 0,5 µl 

DNA (1-100 ng/reakci) 1 µl 

Tabulka 1 – Složení reakční směsi jednokrokové PCR na HSP70 
 

Počet opakování Teplota Délka trvání 

1x 94 °C 3 min 

 

30x 

94 °C 30 s 

59 °C 30 s 

72 °C 30 s 

1x 72 °C 7 min 

1x 12 °C ∞ 

Tabulka 2 – Teplotní cyklus jednokrokové PCR na HSP70 
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Po otestování prvních 8 poolů s tiplíky vyšly 4 pooly pozitivně. Vzorky byly poslané na 

sekvenaci, ale DNA se neshodovala s DNA leishmanií. Rozhodli jsme se tedy k dalším analýzám poolů 

s tiplíky použít nested PCR na SSU rRNA. Při nested PCR byly pro amplifikaci SSU rRNA využity vnější a 

vnitřní primery. Produkt první PCR reakce, za využití vnějších primerů (Maslov et al., 1996), byl použit 

jako templát pro druhou PCR reakci s vnitřními primery (Votýpka et al., 2015). Složení reakčních směsí 

a jednotlivé protokoly pro první i druhý krok nested PCR jsou uvedeny v následujících tabulkách 3, 4, 5 

a 6. 

Sekvence primerů na první reakci: Forward primer: 5´-GACTTTTGCTTCCTCTAWTG-3´ 

     Reverse primer: 5´-CATATGCTTGTTTCAAGGAC-3´ 

Sekvence primerů na druhou reakci: Forward primer: 5´-GARTCTGCGCATGGCTCATTACATCAGA-3´                                       

Reverse primer: 5´-CRCAGTTTGATGAGCTGCGCCT-3´ 

 

Jednotlivé složky Množství 

2x koncentrovaný Emerald Master Mix (Takara Bio) 6 µl 

PCR H2O 5 µl 

10 µM Forward a reverse primer (Merck) 0,5 µl 

DNA (1-100 ng/reakci) 1 µl 

Tabulka 3 – Složení reakční směsi prvního kroku nested PCR 
 

Počet opakování Teplota Délka trvání 

1x 95 °C 3 min 

 

34x 

95 °C 30 s 

55 °C 30 s 

72 °C 2 min 

1x 72 °C 3 min 

1x 12 °C ∞ 

Tabulka 4 – Teplotní cyklus prvního kroku nested PCR 

 

Jednotlivé složky Množství 

2x koncentrovaný Emerald Master Mix (Takara Bio) 10 µl 

PCR H2O 8 µl 

10 µM Forward primer (Merck) 0,5 µl 

10 µM Reverse primer (Merck) 0,5 µl 

PCR produkt 1 µl 

Tabulka 5 – Složení reakční směsi druhého kroku nested PCR 
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Počet opakování Teplota Délka trvání 

1x 95 °C 3 min 

 

33x 

95 °C 30 s 

63 °C 30 s 

72 °C 1 min 50 s 

1x 72 °C 5 min 

1x 12 °C ∞ 

Tabulka 6 – Teplotní cyklus druhého kroku nested PCR 
 

Pomocí jednokrokové PCR na HSP70 byly poté testovány jen vzorky, kde nás zajímala pouze 

přítomnost DNA leishmanií viz kapitoly 4.2.3 a 4.2.4. 

Pro druhovou determinaci tiplíků, u kterých jsme si nebyli jisti jejich druhem určováním pomocí 

Fauny ČSSR, byla použita jednokroková PCR na cytochrom oxidázu. Reakce probíhala za použití reakční 

směsi a protokolu viz tabulky 7 a 8. 

Sekvence primerů:  Forward primer: 5‘-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGC-3‘ 

Reverse primer: 5‘-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3‘ 

 

Jednotlivé složky Množství 

2x koncentrovaný Emerald Master Mix (Takara Bio) 25 µl 

PCR H2O 17 µl 

10 µM Forward primer (Merck) 2 µl 

10 µM Reverse primer (Merck) 2 µl 

DNA (1-100 ng/reakci) 4 µl 

Tabulka 7 – Složení reakční směsi jednokrokové PCR na cytochrom oxidázu 
 

Počet opakování Teplota Délka trvání 

1x 95 °C 5 min 

 

37x 

94 °C 30 s 

55 °C 45 s 

72 °C 1 min 30 s 

1x 72 °C 10 min 

1x 25 °C ∞ 

Tabulka 8 – Teplotní cyklus jednokrokové PCR na cytochrom oxidázu 
 

3.12 Gelová elektroforéza 

Pro výrobu gelu byla agaróza smíchána s 1xTAE pufrem v Erlenmayerově baňce v poměru, aby vznikl 

0,8-1,2% gel. Směs byla dána do mikrovlnné trouby a zahřívána na medium, dokud se agaróza úplně 

nerozpustila. Do směsi byl přidáno barvivo SYBR Safe (Invitrogen) v poměru 1:10000. Poté byla směs 
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nalita do připraveného stojánku v elektroforetické vaně, do kterého byl ještě vložen hřeben. Po 

ztuhnutí gelu byl hřeben odebrán, stojánek pootočen, aby byly jamky u záporného pólu, a dolit 1xTAE 

pufr. Do první jamky bylo napipetováno 7 µl GeneRuler 100 bp DNA ladder (Thermo Scientific). Do 

ostatních jamek byly postupně nanášeny jednotlivé PCR reakce po 10 µl. Elektroforetická vana byla 

poté zavřena a zapojena do zdroje napětí (90-120 V po dobu 30-60 minut). Poté byla DNA detekována 

UV transluminátorem. 

3.13 Sekvenace 

Pozitivní produkty byly přečištěny enzymatickým roztokem ExoSAP (Thermo Scientific). 1 µl ExoSAPu 

bylo smícháno s 5 µl produktu a tato směs byla vložena to termocycleru. Reakce probíhala 4 minuty 

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

Při jednokrokové PCR na HSP70 bylo 0,5 µl produktu z PCR reakce smícháno s 0,5 µl reverzního 

primeru, který byl použit při této reakci, a se 7 µl PCR H2O. Při nested PCR na SSU rRNA bylo 1-1,5 µl 

produktu z druhého kroku nested PCR smícháno s 0,5 µl primeru 1000 R 

(ATGCCTTCGCTGTAGTTCGTCT) a doplněno do 8 µl PCR H2O. Při jednokrokové PCR na cytochrom 

oxidázu byl 1 µl produktu z PCR reakce smíchán s 0,5 µl reverzního primeru, který byl použit při této 

reakci, a se 6,5 µl PCR H2O. Takto připravené vzorky byly poslány do laboratoře sekvenace DNA do 

Biocevu. 

Pro identifikaci získaných sekvencí byl využíván algoritmus BLAST a nukleotidová databáze 

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

3.14 Kvantitativní PCR 

Pro kvantifikaci leishmanií ve střevech flebotomů 10. den po sání bylo využito měření fluorescence při 

navázání barvy SYBR Green (SsoAdvancedTM Universal SYBR®, Bio-Rad) na dvouvláknový produkt na 

přístroji iQ5 real-time PCR detection systém (Bio-Rad). Kalibrační křivka byla vytvořena podle 

pozitivních kontrol o známé koncentraci leishmanií v duplikátech. Neznámé vzorky byly měřeny 

v triplikátech. Specifita reakce byla kontrolována v teplotním gradientu teploty tání, přičemž cykly se 

opakovaly postupně při teplotách od 75-93 °C. 

K amplifikaci kinetoplastidové DNA byly použity následující primery:     

 Forward primer: 5´-CTTTTCTGGTCCTCCGGGTAGG-3´    

 Reverse primer: 5´-CCACCCGGCCCTATTTTACACCAA-3´ 

Reakce probíhala za použití reakční směsi a protokolu viz tabulky 9 a 10. 
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Jednotlivé složky Množství 

Master Mix SsoAdvancedTM Universal SYBR® (Bio-

Rad) 

10 µl 

PCR H2O 8 µl 

10 µM Forward primer (Merck) 0,5 µl 

10 µM Reverse primer (Merck) 0,5 µl 

DNA (10-100 ng/reakci) 1 µl 

Tabulka 9 – Složení reakční směsi qPCR na amplifikaci kDNA 
 

Počet opakování Teplota Délka trvání 

1x 98 °C 30 s - 3 min 

 

40x 

98 °C 30 s 

60 °C 30 s 

Tabulka 10 – Teplotní cyklus qPCR na amplifikaci kDNA 

 

3.15 MALDI-TOF hmotnostní spektrometrie 

Několik nasátých samic tiplíků uložených v 70% nedenaturovaném etanolu bylo testováno pomocí 

MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization). Nasáté samici tiplíka byl oddělen 

abdomen a ten byl homogenizován pomocí sterilního plastového pístu v 50 µl destilované vody v 1,5 

ml Eppendorfově zkumavce. Homogenát byl pak zcentifugován při 10 000 g po dobu 15 s. 10 µl 

supernatantu bylo přeneseno do nové mikrozkumavky obsahující 10 μl 50 mM N-

ethylmorfolinacetátového pufru (pH 8,1; Sigma-Aldrich) a 100 ng trypsinu (Promega). Tato směs byla 

inkubována 20 minut při 37 °C. Poté bylo 0,5 µl této směsi naneseno na MALDI destičku. Nanesené 

vzorky byly nechány schnout při laboratorní teplotě a poté byly překryty 0,5 µl MALDI matricí (vodný 

50% ACN/0,1% TFA roztok kyseliny α-kyano-4-hydroxyskořicové; 5 mg/ml, Sigma-Aldrich). Peptidová 

hmotnostní mapovací spektra byla získána na hmotnostním spektrometru Ultraflex III. Data byla 

prohledávána proti podskupině proteinů obratlovců v databázi SwissProt20171124 pomocí vlastního 

vyhledávače MASCOT (Matrix Science) (Hlavačková et al.,2019). Tyto analýzy byly dělané v Biocevu 

v Laboratoři strukturní biologie a buněčné signalizace, Mikrobiologický ústav AV za pomoci Ing. Petra 

Halady, Ph.D. 

3.16 Xenodiagnostika a kultivace na krevním agaru 

Během květnového odchytu v Ústí nad Labem byla na koni infikovaném L. martiniquensis provedena 

přímá xenodiagnostika, na kterou byly použity druhy P. duboscqi a P. papatasi. Samice flebotomů byly 

umístěny do plastových kelímků, které jsou svrchu uzavřené jemnou silonovou tkaninou. Dva kelímky 

s flebotomy byly drženy na hlavě infikovaného koně v okolí kožní léze (Obrázek 5). Druhý den (před 

defekací samic) bylo 18 nasátých samic flebotomů (a 2 nasátí tiplíci chycení exhaustorem na 
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infikovaném koni) vypitváno a jejich střeva byla vložena do kultivačních zkumavek s krevním agarem 

pro izolaci parazitů. Zbylé nasáté samice flebotomů byly uloženy do 1,5ml zkumavek se 100 µl vody a 

ty byly uloženy do mrazáku. Byly udělané pooly po 5 nasátých samicích. Poté z nich byla vyizolována 

DNA a provedena jednokroková PCR na HSP70 pro detekci leishmanií.  

 

 

Obrázek 5 – Léze koně nakaženého leishmaniózou a prováděná xenodiagnostika 
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4 Výsledky 

Výsledky předkládané diplomové práce jsou rozděleny na dvě části. První část se zabývá vývojem L. 

major, L. donovani a L. martiniquensis ve vybraných evropských druzích flebotomů (kapitola 4.1), druhá 

část je zaměřená na sběr a analýzu tiplíků z oblastí předpokládaného autochtonního výskytu L. 

martiniquensis v České republice (kapitola 4.2). 

4.1 Experimentální infekce flebotomů  

Pro tyto pokusy byly vybrány permisivní druhy evropských flebotomů, P. perniciosus a P. tobbi, jejichž 

kolonie jsou dlouhodobě chovány v naší laboratoři, a nově kolonizovaný druh S. minuta. Intenzita a 

lokalizace byla sledována vždy 2., 4. a 10. den po infekčním sání. Infekční dávka byla vždy 106 leishmanií 

na ml krve. Pro pokusy s P. perniciosus byla jako kontrola použita L. infantum (MHOM/TR/2000/OG-

VL) a pro pokusy s P. tobbi byl použit hybrid L. infantum/L. donovani (ITOB/TR/2005/CUK3) původně 

získaný právě z tohoto druhu flebotoma. Rozdíly v procentech infikovaných samic a poměru 

morfologických forem byly analyzovány Chí-kvadrátovým testem. 

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

Druhý den po sání, před defekací nestrávených zbytků krve, bylo ve všech skupinách infikováno přes 

87 % infikovaných samic (Obrázek 6), procenta se mezi sebou významně nelišila (P = 0,258, ᵪ2 = 2,635). 

Leishmanie se ve většině vypitvaných střev flebotomů vyskytovaly v endoperitrofickém prostoru, 

pouze v jednom střevě z každé skupiny byly leishmanie pozorovány už i v abdominálním mezenteronu 

(Obrázek 7).  

Čtvrtý den po sání, po defekaci samic, bylo nejvíce infikovaných samic u flebotomů 

infikovaných L. major - 83,9 % (Obrázek 6), ale rozdíly mezi skupinami nebyly signifikantní (P = 0,065, 

d.f. = 2, ᵪ2 = 5,548). Leishmanie se vyskytovaly v abdominálním a thorakálním mezenteronu, kardii a u 

několika samic už kolonizovaly stomodeální valvu (Obrázek 7).  

Desátý den po sání, bylo 29,8 % samic infikovaných L. donovani a 86 % samic infikovaných L. 

major (Obrázek 6). Tentokrát se podíl infikovaných samic signifikantně lišil mezi skupinami, v případě 

L. donovani byl signifikantně nižší a u flebotomů infikovaných L. major naopak vyšší, než u kontrolní L. 

infantum (P < 0,001, d.f. = 2, ᵪ2 = 32,274). U obou skupin se tvořily převážně silné zralé infekce a 

leishmanie kolonizovaly stomodeální valvu (Obrázek 7).  
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Obrázek 6 – Intenzita infekce samic P. perniciosus ze 3 pokusů; INF – L. infantum (kontrola), DON – L. donovani, MAJ – L. 
major; čísla nad jednotlivými sloupci znázorňují počet pitvaných samic 

 

Obrázek 7 – Lokalizace infekce u samic P. perniciosus ze 3 pokusů; INF – L. infantum (kontrola), DON – L. donovani, MAJ – L. 

major, EP – endoperitrofický prostor, AMG – abdominální mezenteron, TMG – thorakální mezenteron, SV – stomodeální 

valva 
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Intenzity infekcí 10. den po sání byly porovnávané také pomocí qPCR. Bylo otestováno 10 střev 

flebotomů infikovaných L. donovani, 12 střev flebotomů infikovaných L. major a 13 střev infikovaných 

kontrolní L. infantum (Obrázek 8). Největší počty parazitů byly detekovány v kontrolní skupině s L. 

infantum, rozdíly v mediánech hodnot ani jejich distribuci však nebyly oproti L. major a L. donovani 

signifikantní (Neparametrický Mediánový test P =0,098; Kruskal-Wallisův test P = 0,243).  

 

 

Obrázek 8 – Kvantitativní srovnání počtu parazitů ve střevě P. perniciosus 10. den po sání; INF – L. infantum (kontrola), 
 DON – L. donovani, MAJ – L. major 

 

Oba sledované druhy leishmanií vytvářely ve flebotomech metacyklická stádia (Obrázek 9). 

Pomocí roztlakových preparátů obarvených Giemsou a následného měření bylo zjištěno signifikantně 

vyšší zastoupení metacyklických stádií u L. donovani než u L. major i kontrolní L. infantum (P < 0,001, 

d.f. = 4, ᵪ2 = 122,087). 

 

Obrázek 9 – Zastoupení jednotlivých forem leishmanií v P. perniciosus 10. den po sání; INF – L. infantum (kontrola), DON – 
L. donovani, MAJ – L. major; a,b – písmenka označují kategorie, jejichž zastoupení se mezi druhy signifikantně nelišilo 
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Ukázalo se tedy, že Phlebotomus perniciosus podporuje vývoj jak L. donovani, tak i L. major.  

Protože ale podíl infikovaných samic byl desátý den po sání signifikantně nižší u L. donovani ve srovnání 

s ostatními skupinami, rozhodli jsme se porovnat vývoj tohoto kmene také v jeho přirozeném 

přenašeči P. argentipes viz kapitola 4.1.3. 

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

Druhý den po sání bylo pozorováno 94,7 % samic infikovaných L. donovani a 70,4 % samic infikovaných 

L. major (Obrázek 10). Rozdíl v procentu infikovaných samic mezi skupinami byl těsně nad hranicí 

statistické signifikance (P = 0,070, ᵪ2 = 4,825). Leishmanie se vždy vyskytovaly v endoperitrofickém 

prostoru (Obrázek 11).  

Čtvrtý den po sání bylo nalezeno 15,8 % samic infikovaných L. donovani a 67,6 % samic 

infikovaných L. major (Obrázek 10). Podíl infikovaných samic byl u L. donovani signifikantně nižší oproti 

ostatním skupinám (P < 0,001, d.f. = 2, ᵪ2 = 21,29). Leishmanie druhu L. donovani se vyskytovaly pouze 

v abdominálním mezenteronu, L. major se v některých střevech vyskytovaly v thorakálním 

mezenteronu a v kardii a u 3 samic už dokonce kolonizovaly stomodeální valvu, stejně jako u kontrolní 

L. infantum (Obrázek 11).  

Desátý den po sání byly detekovány pouze 3 % samic infikovaných L. donovani a 69 % samic 

infikovaných L. major (Obrázek 10). Podíl infikovaných samic L. donovani byl výrazně nižší oproti 

ostatním skupinám (P < 0,001, d.f. = 2, ᵪ2 = 35,909). Ve všech skupinách se tvořily silné infekce a 

leishmanie kolonizovaly stomodeální valvu (Obrázek 11).  
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Obrázek 10 - Intenzita infekce samic P. tobbi ze 4 pokusů; CUK3 – hybrid L. infantum/L. donovani (kontrola), DON – L. 
donovani, MAJ – L. major; čísla nad jednotlivými sloupci znázorňují počet pitvaných samic 

 

 

Obrázek 11 - Lokalizace infekce u samic P. tobbi ze 4 pokusů; CUK3 – hybrid L. infantum/L. donovani (kontrola), DON – L. 
donovani, MAJ – L. major, EP – endoperitrofický prostor, AMG – abdominální mezenteron, TMG – thorakální mezenteron, 

SV – stomodeální valva 
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Intenzity infekcí desátý den po sání byly u flebotomů infikovaných L. major porovnávané 

s kontrolní L. infantum také pomocí qPCR. Bylo otestováno 14 střev infikovaných L. major a 6 střev 

infikovaných kontrolní L. infantum (Obrázek 12). U L. donovani nemohla být qPCR provedena, protože 

byla infikovaná jen jedna samice a její střevo bylo použito na roztlakový preparát za účelem zjištění 

poměru morfologických forem. Větší počty parazitů byly detekovány v kontrolní skupině s hybridem L. 

infantum/L. donovani (CUK3), rozdíl v mediánech hodnot ani jejich distribuci však nebyl signifikantní 

(Neparametrický Mediánový test P =0,628; Kruskal-Wallisův test P = 0,099).  

 

Obrázek 12 - Kvantitativní srovnání počtu parazitů ve střevě P. tobbi 10. den po sání; CUK3 – hybrid L. infantum/L. donovani 
(kontrola), MAJ – L. major 

 

Oba sledované druhy leishmanií vytvářely ve flebotomech metacyklická stádia (Obrázek 13). 

Rozdíl v zastoupení metacyklických forem nebyl signifikantně odlišný od kontrolní L. infantum, ale u L. 

major bylo metacyklů zastoupeno signifikantně více, než u L. donovani (P < 0,001, d.f. = 4, ᵪ2 = 74,431). 

 

Obrázek 13 - Zastoupení jednotlivých forem leishmanií v P. tobbi 10. den po sání; CUK3 – hybrid L. infantum/L. donovani 
(kontrola), DON – L. donovani, MAJ – L. major; a,b – písmenka označují kategorie, jejichž zastoupení se mezi druhy 

signifikantně nelišilo 
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Ukázalo se, že také P. tobbi podporuje vývoj jak L. donovani, tak i L. major. Podíl samic 

infikovaných L. donovani byl ale čtvrtý a desátý den po sání velice nízký, ještě nižší, než v P. perniciosus 

(kapitola 4.1.1).  

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

Protože procento samic infikovaných druhem L. donovani bylo v P. perniciosus i P. tobbi signifikantně 

nižší než u ostatních skupin, rozhodli jsme se v rámci stejného pokusu infikovat P. perniciosus a 

prokázaného přenašeče L. donovani v jižní Asii, druh P. argentipes. Pro srovnání byla jedna skupina P. 

argentipes infikována také hybridem L. infantum/L. donovani (CUK3), který byl použit jako kontrola při 

pokusech s P. tobbi.  

Druhý den po sání se procenta infikovaných samic mezi sebou významně nelišila (P = 0,245, 

d.f. = 2, ᵪ2 = 2,812).  

Čtvrtý den po sání už leishmanie ve všech skupinách kolonizovaly stomodeální valvu (Obrázek 

15), ale rozdíl v procentech infikovaných samic byl u obou skupin infikovaných L. donovani signifikantně 

nižší než u hybrida L. infantum/L. donovani v P. argentipes (P = 0,002, d.f. = 2, ᵪ2 = 12,541).  

Jak je patrné z obrázků 14 a 15, 10. den po sání převažovaly ve všech skupinách silné infekce 

s kolonizovanou stomodeální valvou a podíl infikovaných samic byl opět u druhů P. perniciosus a P. 

argentipes, které byly infikované L. donovani, signifikantně nižší, než tvořil hybrid L. infantum/L. 

donovani v P. argentipes (P = 0,004, d.f. = 2, ᵪ2 = 10,986). 
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Obrázek 14 - Intenzita infekce samic P. perniciosus a P. argentipes ze 2 pokusů; ARG – P. argentipes, PER – P. perniciosus, 
DON – L. donovani, CUK3 – hybrid L. infantum/L. donovani; čísla nad jednotlivými sloupci znázorňují počet pitvaných samic 

 

 

Obrázek 15 - Lokalizace infekce u samic P. perniciosus a P. argentipes ze 2 pokusů; ARG – P. argentipes, PER – P. perniciosus, 
DON – L. donovani, CUK3 – hybrid L. infantum/L. donovani, EP – endoperitrofický prostor, AMG – abdominální mezenteron, 

TMG – thorakální mezenteron, SV – stomodeální valva 
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4.1.4 Vývoj dvou kmenů L. martiniquensis v P. perniciosus 

Druhý den po sání byly pozorovány infekce u 60,7 % samic infikovaných thajským kmenem L. 

martiniquensis (MHOM/TH/2019/Cu2) a 70,4 % samic infikovaných českým kmenem L. martiniquensis 

(MEQU/CZ/2019/Aig1) (Obrázek 16). Procenta infikovaných samic se mezi skupinami statisticky 

významně nelišila (P = 0,097, d.f. = 2, ᵪ2 = 4,85). Leishmanie se vyskytovaly v endoperitrofickém 

prostoru (Obrázek 17).  

Čtvrtý a desátý den po sání nebyly nalezeny žádné infikované samice ani jedním z kmenů L. 

martiniquensis, zatímco kontrolní L. infantum se vyvíjela standardně, tvořila silné infekce a 

kolonizovala stomodeální valvu (Obrázky 16 a 17). To znamená, že leishmanie nepřežily defekaci a 

nedokázaly vytvářet zralé infekce, P. perniciosus tedy není kompetentním přenašečem L. 

martiniquensis.  

 

 

Obrázek 16 - Intenzita infekce samic P. perniciosus ze 2 pokusů; INF – L. infantum (kontrola), CU2 – thajský kmen L. 
martiniquensis, AIG – český kmen L. martiniquensis; čísla nad jednotlivými sloupci znázorňují počet pitvaných samic 

 

 

INF CU2 AIG INF CU2 AIG INF CU2 AIG

2. den PI 4. den PI 10. den PI

NEINF 5 11 8 5 30 31 3 36 28

Slabá 1 0 0 0 0 0 1 0 0

Střední 12 17 19 16 0 0 8 0 0

Silná 16 0 0 13 0 0 12 0 0
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Obrázek 17 - Lokalizace infekce u samic P. perniciosus ze 2 pokusů; INF – L. infantum (kontrola), CU2 – thajský kmen L. 
martiniquensis, AIG – český kmen L. martiniquensis, EP – endoperitrofický prostor, AMG – abdominální mezenteron, 

  TMG – thorakální mezenteron, SV – stomodeální valva 

 

 

Obrázek 18 – Thajský kmen L. martiniquensis (CU2) na roztlakovém preparátu ze střeva P. perniciosus 
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4.1.5 Vývoj dvou kmenů L. martiniquensis v P. tobbi 

Druhý den po sání bylo 84,4 % samic infikovaných thajským kmenem L. martiniquensis a 76,7 % samic 

infikovaných českým kmenem L. martiniquensis (Obrázek 19). Procenta infikovaných samic se mezi 

sebou statisticky významně nelišila (P = 0,383, d.f. = 2, ᵪ2 = 1,833). Leishmanie se vyskytovaly 

v endoperitrofickém prostoru (Obrázek 20).  

Čtvrtý a desátý den po sání nebyly nalezeny žádné infikované samice českým kmenem L. 

martiniquensis. Slabé infekce thajským kmenem L. martiniquensis byly pozorovány u 2 samic čtvrtý den 

po sání a u jedné samice desátý den po sání (Obrázek 19). Rozdíly v procentech infikovaných samic byly 

tedy signifikantně nižší oproti kontrolním skupinám s hybridem L. infantum/L. donovani, který se vyvíjel 

standardně (P < 0,001, ᵪ2 = 78,184 čtvrtý den po sání a P < 0,001, ᵪ2 = 69,263 desátý den po sání). Ve 

všech třech případech se leishmanie vyskytovaly v abdominálním mezenteronu (Obrázek 20) a ve 

střevech flebotomů byla stále přítomna krev, tudíž ještě nedošlo k defekaci. 

P. tobbi tedy není kompetentním přenašečem L. martiniquensis, leishmanie nepřežívaly 

defekaci a nedokázaly vytvářet zralé infekce. Kontrolní hybrid L. infantum/L. donovani se vyvíjel 

standardně, tvořily se silné infekce a leishmanie kolonizovaly stomodeální valvu (Obrázky 19 a 20). 

 

Obrázek 19 - Intenzita infekce infikovaných samic P. tobbi ze 4 pokusů; CUK3 – hybrid L. infantum/L. donovani (kontrola), 
CU2 – thajský kmen L. martiniquensis, AIG – český kmen L. martiniquensis; čísla nad jednotlivými sloupci znázorňují počet 

pitvaných samic 

CUK3 CU2 AIG CUK3 CU2 AIG CUk3 CU2 AIG

2. den PI 4. den PI 10. den PI

NEINF 3 5 7 10 63 36 7 67 29

Slabá 0 0 0 3 2 0 0 1 0

Střední 8 27 23 9 0 0 0 0 0

Silná 18 0 0 16 0 0 21 0 0
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Obrázek 20 - Lokalizace infekce infikovaných samic P. tobbi ze 4 pokusů; CUK3 – hybrid L. infantum/L. donovani (kontrola), 
CU2 – thajský kmen L. martiniquensis, AIG – český kmen L. martiniquensis, EP – endoperitrofický prostor, AMG – 

abdominální mezenteron, TMG – thorakální mezenteron, SV – stomodeální valva 

 

4.1.6 Pokusy se Sergentomyia minuta 

Původním cílem bylo otestovat vnímavost S. minuta k vybraným druhům leishmanií stejně jako u P. 

perniciosus a P. tobbi. Nicméně kolonie S. minuta založená v naší laboratoři odmítá sát krev za 

standardních podmínek - na skleněném krmítku s kuřecí kůžičkou - jako ostatní druhy kolonizovaných 

flebotomů. Rozhodli jsme se tedy, vyzkoušet jiné uspořádání pokusu a obměňovat typy membrán i 

zdroj krve.  

 

Typ membrány 1. pokus 2. pokus 

Kuřecí kůžička 0/100 0/100 

Prasečí střevo 0/100 0/100 

Umělá membrána 0/100 0/100 

Kuřecí kůžička se zaschlou krevní plazmou 0/100 0/100 

Umělá membrána se zaschlou krevní plazmou 0/50 0/100 

Tabulka 11 – Počty nasátých samic S. minuta na jednotlivých typech membrán na skleněném krmítku 

CUK3 CU2 AIG CUK3 CU2 AIG CUK3 CU2 AIG

2. den PI 4. den PI 10. den PI

NEINF 3 5 7 10 63 36 7 67 29

Kolonizovaná SV 0 0 0 8 0 0 21 0 0

Kardia 0 0 0 5 0 0 0 0 0

AMG a TMG 0 0 0 6 0 0 0 0 0

AMG 0 0 0 9 2 0 0 1 0

EP 26 27 23 0 0 0 0 0 0

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%
%

 in
fi

ko
va

n
ýc

h
 s

am
ic



42 
 

Jak je vidět v Tabulce 11, samice S. minuta odmítaly sát i na ostatních typech membrán. Pro 

tyto pokusy byla použita beraní krev. 

Úspěšné nebyly ani pokusy s Hemotekem, kde byla použita jako membrána kuřecí kůžička a 

beraní krev. Ze 160 samic se opět nenasála ani jedna. 

Dále jsme také zkoušeli použít jiný zdroj krve. Kolegové z laboratoře dělali pokusy s ptačí a plazí 

krví a obměnou denní doby, intenzity světla, vlhkosti i teploty i s přidáním exkrementů gekona jako 

atraktans, které byly neúspěšné (zatím nepublikováno). My jsme se rozhodli zkusit lidskou krev, kdy se 

ze 450 samic nasála pouze jedna. 

4.2 Sběr a analýza tiplíků a dalších vektorů v oblastech výskytu autochtonních 

leishmanióz u koní v České republice 

V roce 2022 a 2023 probíhaly terénní odchyty tiplíků v oblastech výskytu leishmanióz u koní (Slatiňany, 

Ústí nad Labem), které jsou považovány za autochtonní a kde jako infekční agens byla identifikována 

L. martiniquensis (Jahn, Modrý, Votýpka, zatím nepublikováno). Nachytané samice tiplíků byly 

roztříděné na nenasáté, nasáté a vykladené. Samice, které už byly v kontaktu s hostitelskou krví 

(nasáté, vykladené) a tedy i s potenciálními patogeny, byly určené do druhu a pomocí nested PCR na 

SSU rRNA a následné sekvenace otestovány na přítomnost leishmanií, popřípadě jiných 

trypanosomatid. Tiplíci byly podle druhu a lokality rozděleni do poolů po 50 jedincích. 

4.2.1 Sběr tiplíků v hřebčínu ve Slatiňanech 

První lokalitou, kde probíhaly odchyty v květnu a v září 2022, byl hřebčín ve Slatiňanech. V květnu 2021 

byla u klisny plemene starokladrubský kůň diagnostikována leishmanióza způsobená L. martiniquensis. 

Tato klisna se v hřebčínu ve Slatiňanech narodila a 5 let zde byla chována. V říjnu 2020 byla prodána 

na jižní Slovensko, nicméně u ní už v době prodeje byla zaznamenána alopecie v místě pozdější léze. 

Předpokládá se tedy, že k nákaze došlo ve Slatiňanech (Jahn, Modrý, Votýpka, zatím nepublikováno). 

CDC světelné pasti zde byly umístěné uvnitř dvou velkých stájí. Odchyty v září trvaly dvě noci. 

Vždy jsme měli rozmístěné čtyři pasti, dvě v jedné stáji a dvě ve druhé. Odchytů v květnu jsem se kvůli 

bakalářské obhajobě a státnicím nezúčastnila. 

Při obou odchytech na této lokalitě byly chyceny pouze dva druhy tiplíků viz tabulka 10. Silně 

zde dominovali tiplíci z komplexu Culicoides obsoletus (98,1 %). Do tohoto komplexu patří čtyři druhy 

– C. obsoletus, C. scoticus, C. dewulfi a C. chiopterus, jsou však od sebe morfologicky téměř 

nerozpoznatelné (Mathieu et al., 2012; Kluiters et al., 2016), a tak jsme se rozhodli tyto tiplíky určit 

jako C. obsoletus komplex. Dalším druhem na této lokalitě byl C. punctatus. 
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Celkem bylo analyzováno 70 poolů a žádný nebyl pozitivní na DNA leishmanií. Z jarního odchytu 

bylo 13 poolů s tiplíky z komplexu C. obsoletus podle algoritmu BLAST a nukleotidové databáze NCBI 

pozitivních na Herpetomonas ztiplika s podobností 97-99 % k izolátům Herp1 a Herp2 (Bernotiené et 

al., 2020). Z podzimního odchytu byly opět 2 pooly s tiplíky z komplexu C. obsoletus pozitivní na 

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

 

 

Druhy nachytaných tiplíků 

Květen 2022 Září 2022  

Celkem 

 

% 

Dominance 

druhu N V N V 

C. (Avaritia) obsoletus komplex 1550 850 668 209 3277 98,1 eudominantní 

C. (Culicoides) punctatus 0 30 12 22 64 1,9 recedentní 

Tabulka 12 – Přehled druhů nasátých a vykladených samic tiplíků v hřebčínu ve Slatiňanech; N – nasáté samice, V – 

vykladené samice 

 

4.2.2 Sběr tiplíků v Ústí nad Labem 

Druhá lokalita odchytu tiplíků se nacházela v Ústí nad Labem. Jednalo se o ohradu se čtyřmi koňmi 

s dřevěným přístřeškem. Jeden z koní byl v roce 2023 nakažený leishmaniózou způsobenou L. 

martiniquensis (Jahn, Modrý, Votýpka, zatím nepublikováno). Zde probíhaly jednodenní odchyty, a to 

dva v květnu a jeden v červenci 2023. Vždy byly pokládány čtyři CDC světelné pasti, hlavně v okolí 

přístřešku s koňmi. 

I přes to, že počty nachytaných tiplíků nebyly tak velké jako ve Slatiňanech, byla zde druhová 

diverzita pestřejší. Opět bylo nejvíce nachytaných samic z komplexu Culicoides obsoletus (74 %), ale 

objevují se i druhy C. punctatus, C. circumscriptus, C. furcillatus, Forcipomyia pulchrithorax a F. 

bipunctata viz tabulka 11. Konkrétní druhy tiplíků z rodu Forcipomyia a C. furcillatus byly určené 

pomocí jednokrokové PCR na cytochrom oxidázu a následné sekvenace s podobnostmi 99,5-100 % za 

použití algoritmu BLAST a nukleotidové databáze NCBI. 

Žádný vzorek z 27 testovaných nebyl pozitivní na DNA leishmanií. Jeden pool s vykladenými 

samicemi z komplexu C. obsoletus z červencového odchytu byl podle algoritmu BLAST a nukleotidové 

databáze NCBI pozitivní na Trypanosoma sp. ze skupiny T. theileri s podobností 99,64 % k izolátům 

D1587, D1585, D1707 a D1705 (Brotánková et al., 2022). 
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Druhy nachytaných tiplíků 

Květen 2023 Červenec 2023  

Celkem 

 

% 

Dominance 

druhu N V N V 

C. (Avaritia) obsoletus komplex 5 8 20 55 88 74 eudominantní 

C. (Culicoides) punctatus 1 0 17 5 23 19,3 eudominantní 

C. (Oecacta) furcillatus 0 0 2 1 3 2,5 subdominantní 

C. (Beltranmyia) circumscriptus 0 0 0 2 2 1,7 recendentní 

F. (Forcipomyia) pulchrithorax 0 1 0 1 2 1,7 recendentní 

F. (Forcipomyia) bipunctata 0 0 0 1 1 0,8 subrecendentní 

Tabulka 13 – Přehled druhů nasátých a vykladených samic tiplíků v Ústí nad Labem; N – nasáté samice, V – vykladené 

samice 

 

4.2.3 PCR analýza přenašečů nasátých na infikovaném koni 

Během jednoho z květnových odchytů v Ústí nad Labem v roce 2023 byl na koni infikovaném 

leishmaniózou odchycen i jiný krevsající hmyz než tiplíci, konkrétně 18 nasátých muchniček a 2 nasátá 

klíšťata. Účelem bylo zjistit, zda se v právě nasáté krvi ještě vyskytují parazité. Z hmyzu byla vyizolovaná 

DNA, která byla testovaná pomocí jednokrokové PCR na HSP70 na přítomnost leishmaniální DNA. 

Všechny vzorky byly negativní.  

4.2.4 Izolace L. martiniquensis pomocí xenodiagnostiky 

Na infikovaném koni v Ústí nad Labem byla v květnu 2023 provedena xenodiagnostika (Obrázek 21), 

chtěli jsme se tak pomocí sání samiček krevsajícího hmyzu pokusit získat další český kmen L. 

martiniquensis. Na xenodiagnostiku byly použity druhy flebotomů P. duboscqi a P. papatasi. Tyto druhy 

flebotomů byly vybrány, protože ochotně a rychle sají na hostitelích, a protože dosud nemáme k 

dispozici přenašeče leishmanií z podrodu Mundinia. Tito flebotomové sloužili pouze k získání nasáté 

krve a za 24 h byli vypitváni a střevo s nasátou krví bylo dáno na kultivaci na krevní agar.  

Celkem bylo na kultivaci použito 18 střev z nasátých flebotomů a také 2 střeva z nasátých 

tiplíků, kteří byli chyceni při sání pomocí exhaustoru na infikovaném koni. Po třech týdnech kultivace 

střev v krevním agaru nebyla zjištěna přítomnost leishmanií. 

Zbylých 30 nasátých samic flebotomů bylo rozděleno do poolů po 5 a byla z nich vyizolovaná 

DNA, která byla následně testovaná pomocí jednokrokové PCR na HSP70 za účelem detekce DNA 

leishmanií. Všechny vzorky byly negativní. 

Negativní výsledky v kapitolách 4.2.3 a 4.2.4 nejspíše naznačují, že v této době již kůň po 

přeléčení neměl v okolí léze životaschopné leishmanie přístupné sání hmyzu. 
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Obrázek 21 – Xenodiagnostika prováděná okolo kožní léze 

 

4.2.5 Experimentální infekce nachytaných tiplíků 

S nachytanými nenasátými samicemi tiplíků z odchytu v červenci 2023 v Ústí nad Labem byla dělaná 

dvě pokusná sání (Obrázek 22). Účelem bylo zkusit, zda nachytané samice budou ochotné sát na 

krmítku za standartních laboratorních podmínek, aby bylo možno testovat jejich kompetenci pro L. 

martiniquensis. 

V prvním experimentu bylo k dispozici 167 nenasátých samic tiplíků, 157 z nich patřilo do 

komplexu C. obsoletus a 10 C. punctatus. Pro tento experiment byl použit thajský kmen L. 

martiniquensis, ale žádná samice se nenasála. 

V druhém experimentu bylo k dispozici 170 nenasátých samic, které nebyly určované do 

druhu. Zde byl použit český kmen L. martiniquensis. V tomto pokusu se nasálo 6 samic, ale pouze jedna 

přežila do 10. dne po sání (leishmanie by už měly vytvářet zralé infekce) a její střevo bylo negativní na 

přítomnost leishmanií.  
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Obrázek 22 – Infekční sání s nachytanými tiplíky 

 

4.2.6 MALDI-TOF hmotnostní spektrometrie 

Šest nasátých samic z odchytů v Ústí nad Labem bylo použito na MALDI-TOF hmotnostní spektrometrii 

za účelem zjištění zdroje nasáté krve. Bylo použito 5 nasátých samic z komplexu C. obsoletus a jedna 

C. furcillatus. Identifikace zdroje krve se povedla pouze u 3 samic z komplexu C. obsoletus a potvrdila, 

že zdrojem krve byl kůň. Ukazují nám to jednotlivé píky hemoglobinu v získaném proteinovém profilu, 

které jsou druhově unikátní (Obrázek 23). 

 

Obrázek 23 – MALDI-TOF proteinová mapa homogenizované nasáté samice z komplexu C. obsoletus s píky hostitelské alfa 

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

Cílem této diplomové práce bylo otestovat, zda vybrané evropské druhy flebotomů podporují vývoj 

leishmaniíí, které se v Evropě začínají objevovat a screening tiplíků nachytaných v oblastech výskytu 

autochtonních nákaz leishmaniózou. Ještě do nedávna byla leishmanióza nemocí tropických a 

subtropických oblastí a v jižní Evropě se v mediteránních oblastech endemicky vyskytovala téměř 

výhradně jen L. infantum (Maia et al., 2023), pouze v Řecku byla sporadicky popisována L. tropica 

(Garifallou et al., 1984; Christodoulou et al., 2012; Berriatua et al., 2021). V posledních letech se ale do 

jižní Evropy začínají šířit další druhy leishmanií a dokonce se začínají objevovat autochtonní případy 

leishmanióz i ve střední Evropě. Podle všech predikcí tento trend bude pokračovat, stejně jako u dalších 

patogenů přenášených hmyzem (shrnuto Caminade et al., 2019; shrnuto v Maia, 2024). Proto je 

důležité testovat, nakolik druhy flebotomů hojně rozšířené v Evropě budou schopny podporovat vývoj 

nových druhů leishmanií. 

Pro naše pokusy byly vybrány tři druhy flebotomů – P. perniciosus, P. tobbi a S. minuta, jejichž 

kolonie jsou zavedené v naší laboratoři. Druhy P. perniciosus a P. tobbi patří oba do podrodu 

Larroussius a jsou důležitými vektory L. infantum (Dvořák et al., 2018; Maia et al., 2023). Flebotomové 

z podrodu Larroussius jsou známi svou permisivitou (shrnuto v Dostálová a Volf, 2012), to znamená, že 

podporují vývoj více druhů leishmanií. V roce 2019 publikovala naše laboratoř studii, která se zabývala 

vývojem dvou různých kmenů L. tropica právě v P. perniciosus a P. tobbi. Ukázalo se, že oba kmeny se 

v těchto druzích flebotomů dokázaly úspěšně vyvíjet, 8. den po sání se vytvářely silné zralé infekce, 

docházelo ke kolonizaci stomodeální valvy a tvořili se metacykličtí promastigoti. Předpokládá se tedy, 

že by P. perniciosus a P. tobbi mohly hrát roli v přenosu L. tropica v oblastech, kde se nevyskytují její 

potvrzení přenašeči (Vaselek a Volf, 2019). Podobné výsledky s P. perniciosus měl i Bongiorno et al. 

(2018), tato studie navíc demonstruje i přenos L. tropica na hostitele. Tento druh leishmanie tedy již 

nebyl zahrnut do mé diplomové práce, ale soustředila jsem se na druhy leishmanií, které se v Evropě 

začínají vyskytovat nově, tzn. L. major, L. donovani a L. martiniquensis (viz úvodní literární přehled). 

Protože určitá data o vývoji L. major a L. donovani byla publikovaná ve studii zaměřené na vývoj 

hybridního kmene L. infantum/L. donovani v různých druzích flebotomů (Šeblová et al., 2015a), použili 

jsme v našich pokusech kmeny z jiných geografických oblastí výskytu těchto druhů leishmanií. 

Výsledky ukazují, že P. perniciosus i P. tobbi podporují velice dobře vývoj lybijského kmene L. 

major. V obou druzích se desátý den po sání vyvinuly silné zralé infekce s kolonizací stomodeální valvy 

a tvořili se metacykličtí promastigoti. U obou druhů bylo desátý den po sání téměř 90 % testovaných 

samic infikováno a téměř u všech byla kolonizovaná stomodeální valva. Procenta infikovaných samic 

byla zcela srovnatelná s kontrolní skupinou flebotomů, která byla infikovaná L. infantum. Naproti tomu 
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ve studii (Šeblová et al., 2015a) s izraelským kmenem L. major bylo sice sedmý až devátý den po sání 

infikováno okolo 75 % procent samic P. tobbi, ale jen asi ve 20 % infikovaných samicích byly 

zaznamenané silné infekce a pouze u 11 % došlo ke kolonizaci stomodeální valvy (Šeblová et al., 2015a).  

Naše výsledky dále ukazují, že v P. perniciosus a P. tobbi se dokáže vyvíjet i asijský kmen L. 

donovani z Nepálu. Desátý den po sání byl ale infikován signifikantně nižší počet infikovaných samic 

než u kontrolní skupiny s L. infantum. Nicméně jednalo se o silné infekce, kde leishmanie kolonizovaly 

stomodeální valvu a tvořily metacyklická stádia. Oproti tomu v již zmiňované studii Šeblové et al. 

(2015a) tvořily kmeny L. donovani z Kypru a Etiopie v P. perniciosus silné infekce s kolonizací 

stomodeální valvy osmý den po sání u více než 80 % samic (Šeblová et al., 2015a).  

Nabízela se tedy otázka, zda nepálský kmen je méně kompatibilní s evropských druhem 

flebotoma, ale ve svém asijském přenašeči by se vyvíjel lépe. Rozhodli jsme se tedy tímto kmenem 

v rámci stejného pokusu infikovat P. perniciosus a P. argentipes, který je v jižní Asii prokázaným a 

dominantním přenašečem tohoto druhu leishmanie. Pro srovnání jsme jednu skupinu P. argentipes 

infikovali také hybridem L. infantum/L. donovani, který byl použit jako kontrola při experimentálních 

infekcích s P. tobbi. Leishmania donovani se v obou druzích flebotomů vyvíjela srovnatelně, podíl 

infikovaných samic se desátý den po sání pohyboval okolo 50 %, zatímco u P. argentipes infikovaných 

hybridem L. infantum/L. donovani byla procenta infikovaných samic signifikantně vyšší.  

Z uvedených dat mimo jiné vyplývá, že různé kmeny leishmanií, které se do Evropy mohou šířit 

z různých geografických oblastí, se mohou lišit kvalitou infekcí přenašečů, potažmo epidemiologickýcm 

významem. Nelze ovšem vyloučit, že nízká procenta infekcí pozorovaná u nepálského kmene v obou 

druzích flebotomů jsou spojena s historií kmene v laboratořích. I když byl izolován později, než třeba 

libyjský kmen L. major, mohl projít bottle-neckem spojeným se ztrátou některých genů/vlastností. 

Z metodického hlediska z našich pokusů v každém případě plyne, že pro vyloučení určitého druhu 

flebotoma jako kompetentního přenašeče určitého druhu leishmanie je optimální otestovat alespoň 

dva kmeny/izoláty parazita. Rozdílný vývoj kmenů stejného druhu leishmanie v přenašečích už byl 

popsán dříve. Při pokusech s pěti kmeny L. major bylo zaznamenáno, že nevirulentní nebo málo 

virulentní kmeny se v přenašeči většinou nevyvíjely tak dobře, jako virulentní kmeny, i když toto 

pravidlo neplatilo stoprocentně, takže faktory ovlivňující vývoj v hostiteli a přenašeči se mohou lišit 

(Čiháková a Volf, 1997). Nicméně oba námi testované druhy flebotomů z podrodu Larroussius – P. 

perniciosus a P. tobbi podporují vývoj L. donovani i L. major a mohly by tedy být potenciálními přenašeči 

těchto leishmanií v Evropě, ve své budoucí dizertační práci bych tyto hypotézy chtěla definitivně 

potvrdit přenosovými experimenty na hostitele. 
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Naopak experimentální infekce s L. martiniquensis ukázaly, že tyto dva druhy flebotomů nejsou 

jejími kompetentními přenašeči. Leishmanie nepřežívaly defekaci a nedokázaly vytvořit silné zralé 

infekce. L. martiniquensis je jedním z šesti druhů v podrodu Mundinia. U těchto leishmanií se diskutuje, 

že jejich přenašeči nejspíš nejsou flebotomové, jako u ostatních podrodů leishmanií, ale tiplíci (Šeblová 

et al., 2015b; Barratt et al., 2017; Butenko et al., 2019; Chanmol et al., 2019; Bečvář et al., 2021). U L. 

macropodum, která se vyskytuje v Austrálii, byly pozorovány silné infekce u odchycených tiplíků rodu 

Forcipomyia (Dougal et al., 2011) a nasvědčují tomu i experimenty s laboratorně chovanými flebotomy. 

Například ve studii Chanmol et al. (2019), kde se autoři zabývali vývojem L. orientalis ve flebotomech 

Lutzomyia longipalpis a v tiplících Culicoides soronensis, leishmanie ve flebotomech nepřežívaly 

defekaci, stejně jako v našich pokusech. Oproti tomu v tiplících od 3. dne po infekčním sání leishmanie 

kolonizovaly stomodeální valvu a tvořily infekční metacyklické promastigoty (Chanmol et al., 2019). 

Podobné výsledky při experimentech s C. soronensis měli i kolegové z naší laboratoře, kteří prokázali, 

že všech pět v té době známých druhů leishmanií z podrodu Mundinia se lépe vyvíjí v tiplících než ve 

flebotomech, a u tří druhů byl dokonce prokázán přenos na hostitele. Pouze u pokusů s P. argentipes, 

ve kterých byli tito flebotomové infikováni L. martiniquensis a L. orientalis, docházelo u některých 

samic k tvorbě zralých infekcí a kolonizaci stomodeální valvy (Bečvář et al., 2021). Ani zapojení 

flebotomů do přenosu leishmanií z podrodu Mundinia nelze tedy vyloučit, bylo by třeba ověřit také 

hostitelskou kompetenci druhů, které ještě nebyly kolonizovány. 

Dalším druhem flebotoma, u kterého jsme chtěli testovat jeho vnímavost k leishmaniím byla 

Sergentomyia minuta. Zástupci tohoto rodu jsou obecně považováni za herpetofilní druhy flebotomů 

(Killick-Kendrick et al., 1986), nicméně u S. minuta bylo zaznamenáno i antropofilní chování (Bennai et 

al., 2018; González et al., 2020; Tichá et al., 2023). Také S. schwetzi poměrně ochotně saje na savcích 

(Lawyer et al., 1990; Polanská et al., 2020) a v našich chovech se k udržování těchto flebotomů 

používají výhradně myši. Flebotomové z rodu Sergentomyia jsou přenašeči leishmanií z podrodu 

Sauroleishmania, které parazitují u plazů (Killick-Kendrick et al., 1986; Lainson a Shaw, 1987). 

Konkrétně S. minuta je potvrzeným přenašečem L. tarentolae, což je nepatogenní parazit gekonů 

(Lewis a Ward, 1987). V jižní Evropě byla ale v S. minuta už několikrát detekována DNA L. infantum a L. 

major (Campino et al., 2013; Pereira et al., 2017; Latrofa et al., 2018; Abbate et al., 2020). Nicméně 

samotný nález DNA neznamená, že parazit je daným druhem přenášen na hostitele (Šeblová et al., 

2014). Kompetence tohoto druhu k leishmaniím nebyla dosud experimentálně testována, a proto 

naším cílem bylo tyto pokusy provést. Ukázalo se ale, že samice kolonie S. minuta, která je nově 

zavedená v naší laboratoři, odmítají sát beraní krev na skleněném krmítku s kuřecí kůžičkou, což je 

standardní metoda experimentálních infekcí. Rozhodli jsme se tedy vyzkoušet jiné typy membrán 

(prasečí střevo a umělá membrána), ale ani to nebylo úspěšné. Kolegové z laboratoře zkoušeli použít 
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jako membránu i plazí kůži, ale bez úspěchu (zatím nepublikováno). V pokusech s kuřecí kůžičkou a 

umělou membránou jsme také zkoušeli pokrýt vnější stranu membrány zaschlou krevní plazmou 

(osobní sdělení Petr Volf), protože při pokusech s jinými druhy flebotomů jsme zaznamenali vyšší počty 

nasátých samic (zatím nepublikováno), ale ani to nepomohlo. Další variantou bylo místo skleněného 

krmítka, které je napojené na vodní lázeň, použít Hemotek, kdy se síťka s flebotomy položí na zásobníky 

naplněné krví s kuřecí kůžičkou a samice tak nemusejí sát vzhůru nohama. Některé studie na tiplících 

ukazují, že právě tento jev může mít vliv na úspěšnost sání samic (de Beer et al., 2021), ale v našem 

případě se opět nenasála ani jedna. Poslední variantou v našich pokusech bylo zkusit jiný zdroj krve. 

Jak už bylo zmíněno výše, pro experimentální sání se v naší laboratoři používá beraní krev. Kolegové 

z laboratoře zkoušeli ptačí a plazí krev. Bylo provedeno několik pokusů, kdy byly vyzkoušeny i různé 

podmínky při sání – různá teplota, vlhkost, fáze dne. Ze sedmi pokusů se pouze při jednom nasály 3 

samice z celkových 150. Při tomto pokusu byla použita ptačí krev a pokus probíhal v noci při 32 °C a za 

vysoké vlhkosti (zatím nepublikováno). My jsme v této diplomové práci použili jako další zdroj krve 

lidskou krev. Z celkem 450 samic, které byly k tomuto pokusu použity, se nasála pouze jedna. Kvůli 

neochotě samic S. minuta sát na různých typech membrán, s různým zdrojem krve a za různých 

podmínek tedy prozatím není možné experimentálně otestovat, zda tento druh podporuje vývoj 

leishmanií patogenních pro člověka. Co se týče ostatních druhů z rodu Sergentomyia, důkladně byl 

testován jen druh S. schwetzi, který nepodporuje vývoj L. major ani L. donovani (Lawyer et al., 1990; 

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

Během svého magisterského studia jsem se také zúčastnila odchytů Phlebotomus mascittii ve 

Slovinsku a Rakousku. P. mascittii je nejseverněji se vyskytujícím druhem flebotoma v Evropě (Dvořák 

et al., 2016; Dvořák et al., 2018; Kniha et al., 2021). Kolonie tohoto druhu flebotoma je momentálně 

zakládána v našich chovech a ve své dizertační práci bych také chtěla otestovat jeho kompetenci 

k vývoji leishmanií. 

Druhou částí této diplomové práce byla analýza tiplíků v oblastech výskytu autochtonních 

nálezů L. martiniquensis v České republice. L. martiniquensis byla ve střední Evropě poprvé 

zaznamenána v roce 2009 v Německu a ve Švýcarsku u koní (Müller et al., 2009). V České republice 

byly zatím zaznamenány tři takové případy. V prvním případě se jednalo o čtyřletou klisnu plemene 

achaltekinský kůň v Olomouckém kraji, která byla dva roky před objevením léze importovaná z Ukrajiny 

do České republiky, a tak není zcela jasné, kde se nakazila. Druhým případem byla šestiletá klisna 

plemene starokladrubský kůň, která se narodila v hřebčínu ve Slatiňanech a ve svých pěti letech byla 

prodána na Slovensko. O měsíc později se jí pod pravým okem vytvořila léze a byla jí diagnostikována 

leishmanióza způsobená L. martiniquensis. Nicméně už v době prodeje u ní byla zaznamenána alopecie 

v místě budoucí léze, a tak se předpokládá, že se nakazila v České republice. Zatím posledním případem 
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je valach v Ústí nad Labem, který údajně z České republiky nevycestoval (Jahn, Modrý, Votýpka, zatím 

nepublikováno). Jelikož se v České republice flebotomové zatím nevyskytují, musí být do přenosu 

zapojen jiný krevsající hmyz. Nejblíže k nám byl zaznamenán výskyt flebotomů u našich sousedů 

v Německu, Rakousku a Slovensku a jednalo se o P. mascittii (Dvořák et al., 2016; Dvořák et al., 2018; 

Kniha et al., 2021). Jak už bylo zmíněno výše, L. martiniquensis patří do podrodu Mundinia, u kterého 

se předpokládá, že je přenášen tiplíky (Šeblová et al., 2015b; Barratt et al., 2017; Butenko et al., 2019; 

Chanmol et al., 2019; Bečvář et al., 2021). Mým hlavním úkolem v této části diplomové práce tedy byla 

druhová determinace nachytaných tiplíků a jejich screening na přítomnost DNA leishmanií. 

Na obou lokalitách byl hmyz chytán pomocí CDC světelných pastí a nachytané samice tiplíků 

byly roztříděné na nenasáté, nasáté a vykladené a určené do druhu. Ty samice, které už byly v kontaktu 

s hostitelskou krví, a tedy i s potenciálními patogeny, byly otestovány na přítomnost DNA leishmanií.  

Odchyty v hřebčínu ve Slatiňanech probíhaly v květnu a v září 2022 a celkem bylo analyzováno 

3341 samic tiplíků. Na této lokalitě byly chyceny jen dva druhy, dominantně zde byli zastoupeni tiplíci 

z komplexu Culicoides obsoletus – 98,1 %. Druhým chyceným druhem byl C. punctatus. Oba tyto druhy 

se často a ve velkých počtech vyskytují hlavně u koní a jiných hospodářských zvířat (Orzágh, 1980; 

Rádrová et al., 2016), takže jejich výskyt zde není překvapující. Culicoides obsoletus komplex se řadí do 

podrodu Avaritia a zahrnuje čtyři druhy, které jsou od sebe morfologicky téměř 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 určili jen jako komplex C. obsoletus. Jedná se o 

významné přenašeče nejrůznějších onemocnění. Ve střední Evropě jsou tito tiplíci zodpovědní za 

přenos viru BTV (Bluetongue virus), který způsobuje katarální horečku ovcí (Mehlhorn et al., 2007) a 

pravděpodobně také přenášejí SBV (Schmallenberg virus), který může způsobovat potraty nebo 

narození deformovaných mláďat u hospodářských zvířat (Rasmussen et al., 2012; Larska et al., 2013; 

Wernike et al., 2015). 

Na druhé lokalitě v Ústí nad Labem bylo druhové složení pestřejší i přes to, že analyzovaný 

vzorek byl významně menší (119 samic). Odchyty probíhaly v květnu a červenci 2023. 

Nejdominantnějším druhem zde byli opět tiplíci z komplexu C. obsoletus (74 %). Dalšími chycenými 

druhy byly C. punctatus, C. furcillatus, C. circumscriptus, Forcipomyia pulchrithorax a F. bipunctata. Jak 

už bylo zmíněno, tiplíci z komplexu C. obsoletus a C. punctatus jsou mamaliofilní a jejich masový výskyt 

je typický v okolí hospodářských zvířat (Orzágh, 1980; Rádrová et al., 2016). U třech nasátých samic 

z komplexu C. obsoletus jsme si zdroj nasáté krve ověřili pomocí MALDI-TOF hmotnostní 

spektrometrie, která nám potvrdila, že tyto samice tiplíků opravdu sáli na koních. C. furcillatus také 

bývá chytaný v okolí dobytka a analýzy nasátých samic potvrzují, že na těchto zvířatech i saje (Lassen 
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et al., 2012; Vasić et al., 2019; Kasičová et al., 2021). Naopak u C. circumscriptus se předpokládá, že je 

to nejspíš ornitofilní druh (Bobeva et al., 2015). Hostitelské preference F. bipunctata a F. pulchrithorax 

zatím nebyly v žádné studii analyzovány. Různé druhy rodu Forcipomyia preferují různé potravní 

zdroje, například F. taiwana je antropofilní a její kousnutí může způsobovat alergické reakce (Lien, 

1991), F. velox zase preferuje obojživelníky (Desportes, 1942) a například F. paludis saje hemolymfu 

jiným druhům hmyzu (Macfie, 1936). Odchyt druhů tiplíků, jejichž preferovanými hostiteli nejsou koně, 

hospodářská zvířata nebo lidé, může být spíše náhodný. Na rozdíl od Slatiňan, kde byly pasti pokládány 

uvnitř stájí, byly ty v Ústí nad Labem nastražovány spíše venku v okolí dřevěného přístřešku pro koně. 

Navíc hned vedle ohrady je les, ve kterém žijí ptáci a další zvířata, která mohou sloužit jako hostitelé 

pro tyto druhy tiplíků.  

Jak už bylo zmíněno výše, nasáté a vykladené samice byly analyzovány na přítomnost DNA 

leishmanií. Nejprve byla na tyto analýzy použita jednokroková PCR na HSP 70, kdy bylo testováno 8 

poolů a 4 z nich vyšly pozitivně. Výsledky sekvenace se ale neshodovaly s žádným druhem leishmanie 

a tak byla pro další analýzy používána nested PCR na SSU rRNA. Celkem bylo analyzováno 97 poolů a 

ani jeden nevyšel pozitivně na DNA leishmanií. 15 poolů s tiplíky z komplexu C. obsoletus z odchytů ve 

Slatiňanech bylo pozitivních na DNA Herpetomonas ztiplika a jeden vzorek s tiplíky z komplexu C. 

obsoletus z odchytů v Ústí nad Labem byl pozitivní na DNA Trypanosoma sp. ze skupiny T. theileri. 

Herpetomonas ztiplika je jedním z druhů jednohostitelských kinetoplastid, pro které jsou tiplíci hostiteli 

(Podlipaev et al., 2004b). Dalšími druhy jsou H. trimorpha, Sergia podlipaevi a Crithidia sp. (Svobodová 

et al., 2007; Zídková et al., 2010; Bernotiené et al., 2020). Zástupci z rodu Herpetomonas jsou 

považováni za parazity dvoukřídlého hmyzu, nicméně jejich výskyt byl zaznamenán například i u 

polokřídlých, blanokřídlých, švábů, blech nebo dokonce i u rostlin, krys a lidí se sníženou imunitou 

(Roitman et al., 1976; Fiorini et al., 2001; Podlipaev et al., 2004a; Marín et al., 2007; Morio et al., 2008; 

Yurchenko et al., 2016; shrnuto ve Frolov et al., 2021). Mezi trypanosomy ze skupiny T. theileri se řadí 

několik druhů – T. theileri, T. cervi, T. melophagium a T. trinaperronei a jedná se o parazity 

hospodářských zvířat a jelenovitých (Hoare, 1972; Kingston a Morton et al., 1975; Rodrigues et al., 

2003; Garcia et al., 2020). Za přenašeče těchto druhů trypanosom se považují kloši nebo ovádi 

(Molyneux, 1975; Böse et al., 1987; Garcia et al., 2020). U C. obsoletus, C. pulicaris a C. punctatus 

zaznamenala DNA těchto trypanosom Zdeňka Galková (2010) ve své diplomové práci, ale není jasné, 

zda tiplíci podporují vývoj těchto trypanosom a jsou schopni jejich přenosu. Předpokládá se ale, že 

tiplíci jsou přenašeči ptačích trypanosom. Nasvědčují tomu nálezy přirozených infekcí T. bennetti v C. 

alazanicus, C. pictipennis, C. festivipennis a C. clastrieri (Svobodová et al., 2017) a experimentální 

infekce C. nubeculosus a C. impunctatus s T. everetti, kdy byly trypanosomy schopné vývoje a vytvářely 

metacyklická stádia v obou testovaných druzích tiplíků (Bernotiené et al., 2020). 
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Negativní výsledky analyzovaných tiplíků na DNA leishmanií ze Slatiňan může vysvětlovat fakt, 

že odchyty hmyzu probíhaly v době, kdy už zde nakažený kůň dva roky nebyl ustájený a u žádného 

jiného koně se léze neobjevily. U analyzovaných tiplíků z Ústí nad Labem zase mohly hrát roli poměrně 

nízké počty nachytaných samic. Navíc majitelka s tímto koněm jezdí po celé republice na závody, a tak 

není vyloučeno, že se nakazil v jiné části republiky. 

Nakažený kůň v Ústí nad Labem měl v době odchytů na hlavě stále ještě viditelnou lézi, a tak 

jsme se rozhodli provést xenodiagnostiku za účelem izolace dalšího českého kmene L. martiniquensis. 

Jelikož přenašeči těchto leishmanií nejsou známí, použili jsme flebotomy z našich kolonií, konkrétně P. 

duboscqi a P. papatasi a střevní obsah byl přenášen do média předtím, než samičky dokončily trávení 

krve, aby nebyla případná infekce ztracena s defekací. Na kultivaci na krevním agaru bylo použito 18 

střev z nasátých samic flebotomů a také střeva dvou nasátých tiplíků, kteří byli chycení exhaustorem 

během sání na infikovaném koni, ale přítomnost leishmanií nebyla zjištěna. Zbytek nasátých flebotomů 

byl otestován pomocí PCR na DNA leishmanií, ale všechny vzorky byly negativní. Na tomto koni byl 

odchycený i jiný nasátý hmyz (muchničky a klíšťata), který byl také otestován na DNA leishmanií, ale 

opět byly všechny vzorky negativní. Tyto výsledky ukazují, že v této době byl kůň natolik přeléčený, že 

v okolí léze nebyly zřejmě životaschopné leishmanie, které by mohl hmyz nasát. 

Nenasáté samice tiplíků z červencového odchytu v Ústí nad Labem jsme se rozhodli zkusit 

infikovat L. martiniquensis. Zajímalo nás mimo jiné, zda jsou nachytané samice tiplíků vůbec ochotné 

sát na krmítku, protože plánujeme v naší laboratoři založit kolonii C. obsoletus. Byly provedeny dvě 

infekční sání, kdy se pouze při druhém pokusu nasálo 6 samic. Pitvy proběhly desátý den po sání, to už 

by leishmanie měly vytvářet zralé infekce. Ze zmiňovaných šesti nasátých samic přežila jen jedna a 

v jejím střevu nebyly nalezeny žádné leishmanie. O kompetenci našich druhů tiplíků jako přenašečů L. 

martiniquensis tedy zatím nelze dělat závěry. Ve své dizertační práci bych chtěla na tyto pokusy 

navázat. Naším plánem je kolonizovat tiplíky druhu C. obsoletus v naší laboratoři a následně testovat 

jejich vnímavost k leishmaniím. 
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6 Závěr 

1. Testování vnímavosti vybraných evropských druhů flebotomů k L. major, L. donovani a L. 

martiniquensis 

Celkem bylo provedeno 15 experimentálních infekcí a analyzováno 1601 samic flebotomů. Výsledky 

lze shrnout do následujících bodů: 

• Phlebotomus perniciosus i P. tobbi podporují vývoj L. donovani. Ačkoliv použitý nepálský 

kmen infikoval nižší procenta samic než kontrolní skupina, desátý den po infekci byly 

pozorovány silné zralé infekce s kolonizací stomodeální valvy a tvorba metacyklických stádií. 

Nízké procento infikovaných samic je zřejmě dáno použitým kmenem, který se vyvíjel stejně i 

ve svém prokázaném asijském přenašeči P. argentipes.  

• Phlebotomus perniciosus i P. tobbi podporují vývoj L. major. Severoafrický kmen L. major 

tvořil v obou evropských druzích flebotomů infekce po všech stránkách srovnatelné s kontrolní 

L. infantum. Leishmanie byly desátý den po infekci vždy přítomné ve vysokém procentu samic, 

tvořily silné infekce s kolonizací stomodeální valvy a přítomností infekčních metacyklických 

stádií.   

• Phlebotomus perniciosus ani P. tobbi nepodporují vývoj L. martiniquensis. Český ani thajský 

kmen nepřežívaly defekaci samic těchto evropských druhů a nedokázaly v nich vytvářet zralé 

infekce. 

• O kompetenci Sergentomyia minuta podporovat vývoj leishmanií není možné dělat závěry, 

protože samice laboratorní kolonie odmítají sát na krmítku, přestože bylo testováno několik 

typů membrán, krve a experimentálních podmínek.  

• Z metodického hlediska naše výsledky poukazují na význam výběru testovaného kmene 

leishmanií, pro vyloučení kompetence přenašeče je optimální pracovat alespoň se dvěma 

kmeny. 

2. Analýza tiplíků v oblastech výskytu autochtonních nálezů L. martiniquensis v České republice 

• Celkem bylo analyzováno 3341 nasátých a vykladených samic tiplíků ze Slatiňan a 119 z Ústí 

nad Labem. 

• Na obou lokalitách byl eudominantí druhový komplex Culicoides obsoletus (98,1 % ve 

Slatiňanech, 74 % v Ústí nad Labem). Ve Slatiňanech byl dále detekován jen recedentní C. 

punctatus (1.9 %), zatímco v Ústí nad Labem byla druhová diverzita pestřejší: eudominantní C. 

punctatus (19,3 %), subdominantní C. furcillatus (2,5 %), recedentní C. circumscriptus (1,7 %) a 

Forcipomyia pulchrithorax (1,7 %) a subrecedentní F. bipunctata (0,8 %). 
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• Na přítomnost DNA leishmanií bylo otestováno 97 poolů po maximálně 50 samicích a žádný 

pool nebyl pozitivní na DNA leishmanií. Ve Slatiňanech bylo 15 poolů komplexu C. obsoletus 

pozitivních na DNA jednohostitelských kinetoplastid Herpetomonas ztiplika, v Ústí nad Labem 

obsahoval jeden pool se samicemi z C. obsoletus komplexu DNA Trypanosoma sp. ze skupiny 

T. theileri.  

• DNA leishmanií nebyla detekována ani u nasátých klíšťat a muchniček, které sály na koni 

infikovaném leishmaniózou, a pokus o izolaci L. martiniquensis pomocí xenodiagnostiky na 

tomto koni byl neúspěšný, po přeléčení už pravděpodobně leishmanie na místě přístupném 

sání hmyzu v okolí léze nepřežívaly. 

• Pokus o experimentální infekci nenasátých samic tiplíků odchycených v přírodě ukázal, že 

samice jsou jednak velmi málo ochotné sát za standardních podmínek na krmítku, jednak mají 

velkou mortalitu po sání. 

• Analýza krve u 3 nasátých samic z komplexu C. obsoletus pomocí MALDI-TOF hmotnostní 

spektrometrie potvrdila, že zdrojem krve byl kůň. 

 

 

Na výsledky své diplomové práce bych chtěla navázat ve svém dizertačním projektu, ve kterém plánuji 

ověřit kompetenci P. perniciosus a P. tobbi k L. major a L. donovani pomocí experimentálních přenosů 

na hostitele. Dále také plánuji ověřit kompetenci P. mascittii k leishmaniím pomocí experimentálních 

infekcí a přenosů na hostitele. Kolonizace tohoto druhu právě probíhá v naší laboratoři. Plánujeme 

také kolonizaci C. obsoletus a ověření jeho kompetence k L. martiniquensis. Jak ukázaly výsledky mé 

diplomové práce, tiplíci z druhového komplexu C. obsoletus jsou nejhojněji se vyskytujícími druhy 

v oblastech výskytu autochtonních případů leishmanióz v České republice. 
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7 Finanční zdroje 

Část této diplomové práce byla financována mezinárodním 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 zabývá monitorováním 

flebotomů a patogenů, které přenášejí, v souvislosti se současnými klimatickými a enviromentálními 

změnami v Evropě.  

https://climos-project.eu/
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