NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Stfedoevropsti hlodavci (Clethrionomys, Apodemus, Mus) jako mozni rezervoarovi hostitelé leishmanii.

Doba trvani projektu pokust v mésicich 36

Klicova slova Leishmania
Rezervoarovy hostitel Apodemus
Clethrionomys Mus

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). Jsou to vétS§inou zoondzy, kdy leishmanie koluji mezi savci a hmyzimi pfenasedi a udrzuji se v pfirodnich
ohniscich mezi zvifecimi rezervoarovymi hostiteli (RH), nahodnym hostitelem pak muze byt i ¢lovék. V poslednich letech se jejich
vyskyt v Evropé §ifi z teplych stfedomofrskych oblasti do severnéjSich zemépisnych Sifek. Autochtonni pfipady infekci L. infantum
byly zachyceny u déti a koni v Némecku a Rakousku (Bogdan et al 2001 Clin. Infect. Dis.32, Koehler et al. 2002 Vet. Parasitol.
109), L. major v Rakousku (infikovani hmyzi pfena$eci, dosud nepublikovano) a L. martiniquensis u skotu a koni v Némecku,
Svycarsku i v Ceské republice (Lobsiger et al. 2010 Vet Parasitol. 169, Miiller et al. 2009 Vet Parasitol. 166). Hlavnim RH L.
infantum je pes, ale neznama je identita RH, ktefi by mohli ve stfedni Evropé udrzovat L. major a L. martiniquensis. Prvnimi
kandidaty jsou hlodavci, ktefi funguji jako RH L. major v jinych arealech vyskytu. Cilem nasich pokusl je prispét k identifikaci RH
téchto dvou druhl leishmanii jednak terénnimi odchyty hlodavct, zaméfenymi na detekci parazita na danych lokalitach, jednak
laboratornimi experimentalnimi infekcemi, které mohou potvrdit hostitelskou kompetenci podezrelych druhu. Kli€ovymi parametry,

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Tento pokus ma pfinést jedineéné a dosud nepublikované vysledky, které pfispé&ji k poznani epidemiologie leishmanioz Sificich se
do stfedni Evropy.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Terénni odchyt: Na lokalité s vyskytem parazita bude dvakrat ro¢né polozeno 60 zivochytnych pasti po 2-3 odchytové noci.
Odchyceni hlodavci budou pfevezeni do laboratofe a bud ponechani pro experimentélni infekce, nebo uvedeni do anestezie a
usmrceni strzenim vazu pro odbér tkani na detekci parazita.

Laboratorni experimenty: Hlodavci budou uvedeni do celkové anestezie a leishmanie budou injek&né inokulovany do usniho
boltce. Poté bude v pravidelnych tydennich intervalech sledovana hmotnost zvifat a externi znamky onemocnéni — pfipadna tvorba
koznich l1ézi. Pro xenodiagnostické pokusy budou zvifata vystavena sani flebotomu v pétitydennich intervalech od inokulace
parazitl, a to opét pfi celkové anestezii. Anestezie bude trvat 1 hodinu, zvifatim pfitom budou zvihéovany o¢i a bude dbano na
jejich tepelny komfort. Pokus bude ukoné&en pfi viditelném zhor$eni zdravotniho stavu zvifete nebo 6 mésicl od inokulace
leishmanii. Pokus bude ukonc&en strzenim vazu v celkové anestezii, poté budou odebrany vzorky tkani pro PCR detekci leishmanii
a kadaver ulozen v kafilerii.

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

U hlodavcu infikovanych L. martiniquensis Ize o¢ekavat mirny asymptomaticky priibéh infekce, u hlodavcl infikovanych L. major i
stfedné zavazny prabéh, pokud se vyvine kozni lIéze. U zvifat odchycenych v terénu bude vétSina jedincl spadat do kategorie
,ZVvire nenabude védomi“.

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] 600 36 36 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

PN [P prirodniho stanovisté

Do zajmového chovu

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. Bude
tedy pouzito 12 jedincud pro infekci jednim druhem leishmanie, dohromady pro 2 druhy parazita a 3 druhy hostitelt 72 zvifat. V
terénu budou zpét vypousténi drobni hmyzoZzravci a pocet hlodavcu pfi jednom odchytu nepfesahne 100 jedinci.

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




Druhy hlodavct budou vybrany dle vysledkl terénnich odchytt provedenych na lokalité v blizkosti vyskytu leishmanii u domacich
kopytnikl. Nejpravdépodobnéjsimi kandidaty jsou nornik rudy (Clethionomys glareolus), mySice lesni (Apodemus flavicollis),
mysice kfovinna (Apodemus sylvaticus) a my$ domaci (Mus musculus). Kritériem pro vybér bude dostate¢na relativni pocetnost
daného druhu na lokalité a optimalné pfitomnost leishmanii stanovena PCR detekci z tkané odchyceného zvifete. Pro
experimentalni infekce budou pouZiti pouze adultni jedinci.




