NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Infekce a koinfekce Leishmania turanica a Leishmania major v krysach (Rattus rattus) a pestruskach (Lagurus lagurus).

Doba trvani projektu pokust v mésicich 24 \
Klicova slova Leishmania turanica
Leishmania major Rattus rattus
Lagurus lagurus 0

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: DalSi zakladni vyzkum [PB13]
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Cile projektu pokusut

Leishmaniozy jsou lidska a zvifeci onemocnéni ptisobena jednobunéénymi parazity rodu Leishmania (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae), pfenasenymi hmyzem — flebotomy (Diptera: Psychodidae). Leishmania turanica je pomérné nové rozpoznany
nepatogenni druh leishmanie, jehoz pfirozenymi hostiteli jsou stfedoasijsti piskomilové Rhombomys opimus. Tento druh piskomila
je zaroven znamym rezervodrovym hostitelem pro ¢lovéka patogenniho druhu Leishmania major. Posledni vyzkumy ukazuji, Ze
infekce L. turanica jsou ve skute€nosti daleko ¢astéjSi nez L. major, ktera se vyskytuje prakticky jen v koinfekcich s L. turanica.
Experimentalni infekce pak prokazaly, Ze L. major pfezije v samostatné infekci piskomild jen vyjimeéné 6 mésicl, coz je v pfirodé
minimalni kriticka perioda, kdy nejsou pfitomni pfenaseci. Koinfekce s L. turanica ale signifikantné prodlouzi pfezivani L. major na
24-30 mésich (Strelkova et al. 2001 Annals of Tropical Medicine & Parasitology, 95). Cilem naSich pokusu bude pfispét k objasnéni
mechanismu tohoto fenoménu. Jelikoz R. opimus neni pro nase pokusy dostupny, prvnim krokem musi byt potvrzeni hostitelské
kompetence modelovych druhl hlodavcl - pestruSek pise¢nych (Lagurus lagurus) a krys obecnych (Rattus rattus). Pro tento ucel
budou provedeny experimentalni infekce, kdy budou zvifata v pravidelnych ¢asovych intervalech testovana na infektivitu pro

Potencialni pfrinosy projektu pokust

LPokus ma pfinést jedine¢né a dosud nepublikované vysledky, které pfispéji jednak k poznani epidemiologie L. major a L. turanica,
jednak k objasnéni molekularniho mechanismu vzajemného plisobeni dvou druht leishmanii ve stejném hostiteli.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Experimentalni infekce: hlodavci budou uvedeni do celkové anestezie a leishmanie budou inokulovany intradermalné do uSniho
boltce. Poté bude v pravidelnych tydennich intervalech sledovana hmotnost zvifat a externi znamky onemocnéni — pfipadna tvorba
koznich l1ézi. Pokus bude ukonc&en pfi viditelném zhorSeni zdravotniho stavu zvifete (Ubytek vahy, rozsahlé kozni l1éze, apatie,
nechutenstvi) nebo v planovaném €asovém intervalu od inokulace leishmanii. Pokus bude ukon&en strzenim vazu v celkové
anestezii, poté budou odebrany vzorky tkani pro PCR detekci leishmanii a kadaver ulozen v kafilerii.

Xenodiagnostické pokusy: zvifata budou vystavena sani flebotomu opét pfi celkové anestezii. Anestezie bude trvat 1 hodinu,
zvifatim pfitom budou zvlih¢ovany o¢i a bude dbano na jejich tepelny komfort.

Predpokladané dopady / nepfiznivé ucinky na zvirata, a doba trvani téchto ucink

U hlodavcu infikovanych pouze L. turanica Ize o¢ekavat spiSe mirny asymptomaticky prabéh infekce, u zvifat iinfikovanych L. major
Ci koinfikovanych obéma druhy leishmanii pak i stfedné zavazny pribéh, pokud se vyvine kozni léze.

Druhy a priblizné podty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada, a predpokladana zavaznost pokusu

Odhadovany pocet zvitat podle zavaznosti

Druh zvirat Nenabude

. , Mirna Stredni Zavazna
veédomi

ostatni hlodavci (other Rodentia) [A7] 0 24 42 0




[lo 0 0 0 0
llo 0 0 0 0
0 0 0 0 0

Druhy a priblizné podty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena, a predpokladané nakladani s nimi

Odhadovany pocet zvirat

Druh zvirat Navraceni do chovu, do

prirodniho stanovisté DO ZJTEES Gey

Opétovné pouziti

0 0 0 0
llo 0 0 0
[lo 0 0 0

0 0 0

Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

Pokus musi byt ukonéen usmrcenim infikovanych zvifat, protoZze pro detekci DNA parazit(i je nutny odbér sleziny, jater a
povrchovych tkani zvifete. Hlodavci budou usmrceny cervikalni dislokaci v celkové anestezii. Tato metoda zajistuji co mozna
nejmensi miru utrpeni pokusného zvifete. Usmrceni budou provadét pouze certifikované osoby. Likvidace kadaverud z kafilerie bude
provedena asanacni sluzbou, se kterou ma pracovisté smlouvu.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Sledovani vyvoje leishmanii v téle hostitele a xenodiagnostické pokusy nejsou nahraditelné jinou alternativni technikou. Interakce
mezi parazitem a hostitelem i pfenasecem jsou ovlivnény mnoha vzajemné provazanymi a ¢asto druhové specifickymi faktory na
urovni celych organismu. Tyto komplexni déje nelze simulovat pokusy in vitro nebo pocitacovou simulaci pfi vylou€eni laboratornich
zvifat.

Omezeni pouzivani zvirat

Pocet pouzitych zvifat bude minimalizovan na nejmensi mozny stav tak, aby vysledky byly jesté vypovidajici a publikovatelné.

Setrné zachazeni se zvitaty

PFed injek&nim podanim infek&ni davky parazitd do usniho boltce a pfi xenodiagnostikach (sani naivnich flebotomu na zvifatech)
budou zvifata uspana anestezii, béhem anestezie budou zvifatim zvihéovany o¢i a bude udrzovan jejich tepelny komfort. Pfi
ukoné&eni pokusu bude zvifatim v celkové anestezii strzen vaz. Zadné zvite nebude pouZito opakované pro dal$i pokus. Se zvifaty
budou manipulovat pouze certifikované osoby.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Pestrusky (Lagurus lagurus) a krysy (Rattus rattus) byly vybrany jako modelové druhy, protoze jsou znamy vyjime€nou vnimavosti
vUci riznym druhdm leishmanii, vyskytuji se i v arealu L. turanica a zaroven jsou komeréné dostupné a jejich pouziti pro pokusné
Gcely bylo na pracovisti Zadatele jiz zavedeno. Planujeme pouzit dospélé samice obou druh.




